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En la Memoria de esta Tesis Doctoral se encontrará, en primer lugar, una 
revisión actual, redactada en inglés, tanto de la enfermedad de Alzheimer como de la 
enfermedad de Parkinson (Capítulo I), cuyas dianas farmacológicas justifican la síntesis 
química de este trabajo doctoral. Seguidamente se detallarán los objetivos generales 
(Capítulo II), para continuar con los tres capítulos que recogen de forma independiente 
los tres bloques de resultados obtenidos. Los capítulos III y IV muestran, 
respectivamente, la síntesis diastereoselectiva de indanos trisustituídos y la síntesis 
regioselectiva de terfenilquinonas. El capítulo V, redactado en inglés, recoge el trabajo 
realizado durante la estancia predoctoral (desde el 3 de noviembre del 2014 al 30 de 
abril del 2015) en el laboratorio de la Dra. Patricia Melnyk (“Onco and Neurochemistry 
lab”) en la Universidad de Lille 2 (Francia). Este trabajo permitirá la obtención en su 
caso de la Mención Europea de la presente Tesis Doctoral. Finalmente, en el capítulo 
VII se recogerán las Conclusiones generales redactadas en inglés. 
 
Las abreviaturas se encuentran recogidas separadamente, según se encuentren 
en los capítulos redactados en castellano o inglés. La numeración de los esquemas y 
tablas son independientes en cada capítulo, así como las referencias bibliográficas y las 
estructuras químicas que, por su parte, vendrán recopiladas en una tabla anexa al final 
de la Memoria. Adicionalmente, para facilitar la lectura de los procesos de optimización 
realizados se adjunta, separadamente al texto (Anexo), una guía con las estructuras 
químicas necesarias para comprenderlos. 
A esta Memoria le acompaña un CD, que recoge el texto completo en formato 
pdf junto con los espectros de resonancia magnética nuclear distribuidos de acuerdo con 
los contenidos de cada capítulo.  
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RESUMEN 
Introducción 
La prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas aumenta con el envejecimiento 
de la población. La Organización Mundial de la Salud estima que, para el año 2040, 
estas enfermedades serán la segunda causa de muerte por delante del cáncer. Por tanto, 
comprender los fundamentos fisiopatológicos y desarrollar nuevos métodos de 
diagnóstico y agentes terapéuticos, hacen de las enfermedades neurodegenerativas un 
área de gran interés científico. 
La enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP) son las 
más comunes entre las enfermedades neurodegenerativas y, precisamente, objeto de este 
trabajo de Tesis doctoral. Se considera que en estas patologías intervienen múltiples 
factores como pueden ser la degradación y agregación proteica, el estrés oxidativo, la 
generación de radicales libres y/o la disfunción mitocondrial. 
Las terapias actuales disponibles para tratar las enfermedades 
neurodegenerativas son fundamentalmente sintomáticas y conllevan una pérdida gradual 
de eficacia, es decir, la mayor eficacia es alcanzada en las fases tempranas de la 
enfermedad para ir disminuyendo progresivamente a medida que la enfermedad avanza. 
Así, el descubrimiento de nuevos fármacos con aplicación a enfermedades 
neurodegenerativas se centra en la identificación de nuevas entidades moleculares que 
retrasen la progresión de la enfermedad. 
Objetivos 
En el presente trabajo de Tesis doctoral se ha llevado a cabo la síntesis de nuevas 
entidades moleculares con potencial actividad en diversas dianas farmacológicas 
implicadas en la EA y en la EP. Los resultados obtenidos se agrupan en tres capítulos: 
1. Síntesis estereoselectiva de indanos trisustituidos mediante reacciones tándem de 
adición conjugada – Michael intramolecular, empleando catálisis mediante 
transferencia de fase (Phase Transfer Catalysis, PTC). 
2. Síntesis regioselectiva de terfenilquinonas mediante reacciones de adición 
conjugada bajo catálisis de Pd(II). 
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3. Síntesis de potenciales antagonistas de los receptores de adenosina A2A. 
Reproducción de la síntesis de la Tic-guanidina y síntesis de amino-
imidazopiridinas empleando la reacción de Buchwald-Hartwig. 
Resultados 
 En el primer capítulo (Synthesis, 2012, 23, 2653): 
Se desarrollan procesos tándem empleando PTC. Las reacciones tándem son una 
estrategia de gran importancia ya que permiten obtener estructuras moleculares 
complejas de forma rápida y eficaz, a partir de materiales de partida fáciles de obtener. 
Además, es posible obtener varios centros estereogénicos en una sola etapa, sin 
necesidad de aislar los intermedios. Todas estas características ayudan a aumentar la 
eficiencia del proceso y a su viabilidad ya que se requieren menor número de reactivos 
y no es necesaria la purificación de productos intermedios. 
La PTC ha sido ampliamente empleada en síntesis orgánica durante más de tres 
décadas. Por lo general, las reacciones sujetas a PTC se llevan a cabo en medios 
bifásicos, empleando mezclas acuosas como disolvente y en presencia de una base 
inorgánica para permitir la formación de la especie nucleófila. Habitualmente, el 
catalizador es una sal de amonio cuaternario que actúa como transportador de iones 
entre fases. Esta metodología ofrece varias ventajas como son la sencillez de 
manipulación, las condiciones suaves de reacción y el beneficio medioambiental que 
conllevan. 
En nuestro caso, el procedimiento se ha aplicado al desarrollo de un método de 
síntesis regio- y estereoselectivo de indanos 1,2,3-trisustituídos a partir de                       
o-divilbencenos vía doble reacción de Michael en secuencia tándem. Se obtiene por una 
parte nitroindanos y por otra indanilglicinas (Figura 1).  
  
 
o-Divinilbenceno Nitroindano Indanilglicina 
Figura 1. Estructura de los indanos 1,2,3-trisustituídos obtenidos a partir de los                        
o-divinilbencenos vía doble reacción de Michael en secuencia tándem  
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Los ensayos farmacológicos de los nitroindanos obtenidos ponen de manifiesto 
que son potenciales  inhibidores de la generación de radicales libres intracelulares y, por 
tanto, podrían presentar un efecto neuroprotector.  
 El segundo capítulo (Bioorg. Med. Chem. Lett., 2011, 21, 2183): 
Se centra en la formación de nuevos enlaces C-C mediante adición conjugada de ácidos 
arilborónicos a compuestos α,β-insaturados, catalizada por especies de Pd(II). 
Concretamente, se ha estudiado la síntesis regioselectiva tanto de                 
para-terfenilquinonas (2,5-diaril-1,4-benzoquinonas) como meta-terfenilquinonas     
(2,6-diaril-1,4-benzoquinonas); siendo la regioselectividad del proceso variable en 
función de la sustitución de los ácidos arilborónicos y de la 2-aril-1,4-benzoquinona de 
partida (Esquema 1).  
 
Esquema 1. Síntesis regioselectiva de terfenilquinonas a partir de                                        
2-aril-1,4-benzoquinonas mediante adición conjugada                                                   
de ácidos arilborónicos 
Este método de síntesis presenta ventajas tanto desde el punto de vista sintético 
como medioambiental. Se puede destacar la baja toxicidad y estabilidad térmica de los 
ácidos borónicos, el empleo de cantidades catalíticas del metal de transición Pd(II) y el 
empleo de agua como co-disolvente. 
Los ensayos farmacológicos muestran que las 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 
podrían ser potenciales candidatos en la terapia de enfermedades neurodegenerativas ya 
que centran su acción, simultáneamente, en la inhibición de la enzima β-secretasa y de 
la fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide. 
 El tercer capítulo: 
 Dedicado a la síntesis de potenciales antagonistas de los receptores de adenosina A2A, 
considera dos familias de compuestos: 
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a) Familia de la Tic-guanidina (Enviado a Eur. J. Med. Chem., 2015):  
Se centra en la reproducción de la síntesis de la Tic-guanidina (Figura 2), desarrollada 
previamente en el laboratorio de la Dra. P. Melnyk. En el estudio llevado a cabo se 
consideró la configuración del centro estereogénico. Comparando las estructuras 
cristalinas de ambos enantiómeros, se determinó que el enantiómero S fue obtenido 
enantiómericamente puro mientras que el R había experimentado epimerización. Este 
hecho fue confirmado mediante la técnica HPLC quiral. 
 
Figura 2. Estructura de la Tic-guanidina 
El interés del trabajo llevado a cabo radica en la importancia de confirmar y 
evaluar la epimerización del proceso. Para ello, se ha llevado a cabo la síntesis de 
ambos enantiómeros en paralelo (garantizando que ambos son manipulados de la misma 
manera) y se ha medido la rotación óptica en cada uno de los pasos del proceso sintético 
para determinar el punto de epimerización del proceso. La síntesis transcurrió con un 
76,5% de exceso enantiomérico para el enantiómero R.  
b) Familia de las amino-imidazopiridinas:  
Se centra en la formación de enlaces C-N mediante acoplamiento de un halógeno y un 
grupo amino bajo catálisis de Pd(II), es decir, empleando la reacción de Buchwald-
Hartwig. Debido al gran número de grupos aminos aromáticos que aparecen en las 
moléculas con diversas actividades biológicas, esta metodología resulta de gran interés 
ya que permite síntesis más eficientes. 
Concretamente, se han sintetizado análogos de los compuestos ZM241385 y 
preladenant (ensayados como antagonistas de los receptores de adenosina A2A), 
empleando como núcleo central amino-imidazopiridinas. De esta forma es posible 
validar si la presencia de dicho heterociclo hace de la molécula obtenida un potencial 
antagonista de los receptores de adenosina A2A (Figura 3). 
En el caso de los análogos de preladenant (Figura 3), se diseñó la síntesis de 
diversos compuestos en función de la longitud de la cadena (0, 1 ó 2 metilenos).  
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ZM241385 Ki = 0,8 nM Preladenant Ki = 1,1 nM 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Estructura de imidazopiridinas análogas a ZM241385 y preladenant 
Conclusiones 
Se han sintetizado cuatro familias diferentes de entidades moleculares con potencial 
actividad en diversas dianas farmacológicas implicadas en la EA y en la EP: 1,2,3-
indanos trisustituídos, terfenilquinonas, Tic-guanidinas e imidazopiridinas. Para su 
obtención se han desarrollado y optimizado diferentes metodologías sintéticas. 
Los indanos 1,2,3-trisustituídos se han obtenido regio- y estereoselectivamente 
mediante doble reacción de Michael en secuencia tándem, empleando PTC, 
sintetizándose tanto nitroindanos como indanilglicinas. Los primeros se comportan 
como inhibidores de la generación de radicales libres intracelulares, por lo que podrían 
mostrar un carácter neuroprotector. 
Las terfenilquinonas se han sintetizado regioselectivamente mediante adición 
conjugada de ácidos arilborónicos a 1,4-benzoquinonas monofuncionalizadas, bajo 
catálisis de especies de Pd(II). Concretamente las meta-terfenilquinonas                        
(2,6-diaril-1,4-benzoquinonas) actúan tanto en la inhibición de la enzima β-secretasa 
como de la fibrilogénesis in vitro del péptido βA. 
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Como potenciales antagonistas de los receptores de adenosina A2A, se han 
obtenido, por una lado la familia de la Tic-guanidina cuya reproducción sintética de 
ambos enantiómeros ha permitido confirmar que el proceso transcurre con un exceso 
enantiomérico del 76,5%; y, por otro, la familia de las amino-imidazopiridinas cuya 
síntesis se ha llevado a cabo mediante reacción de Buchwald-Hartwig, bajo catálisis de 
especies de Pd(II). 
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SUMMARY 
Introduction 
Neurodegenerative diseases (NDs) have become increasingly more prevalent since their 
incidence increase as the population ages. The World Health Organization projects that 
NDs will surpass cancer to become the second leading cause of death by 2040. 
Therefore, the urgency to understand the fundamentals of NDs as well as develop 
diagnostic and therapeutic agents, make NDs an area of great scientist interest. 
Many different kinds of diseases are neurodegenerative, being the most common 
Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease (PD), and therefore the aim of this 
thesis. These disorders are considered to be produced by multiple factors such as protein 
degradation and aggregation, oxidative stress, free radical formation and/or 
mitochondrial dysfunction. 
Nowadays, current therapies available to treat NDs are only symptomatic and 
their efficacy is gradual what means that therapies usually work well in the early phases 
of the disease but their efficacy is gradually lost as the disease progresses. Therefore, 
the drug discovery for NDs has been focused on the identification of new molecular 
entities which are able to delay disease progression. 
Aims 
In the present doctoral thesis, new molecular entities with activities in the different 
pharmacological targets which are involved in AD and PD have been synthesized. 
Results have been grouped in three chapters: 
1. Stereoselective synthesis of trisubstituted indanes by conjugate addition – 
intramolecular Michael tandem reaction under phase transfer catalysis (PTC). 
2. Regioselective synthesis of terphenylquinones by conjugate addition under Pd(II)-
catalysis. 
3. Synthesis of potential antagonist of adenosine A2A receptors. Reproduction of            
Tic-guanidine synthesis and amino-imidazopyridines synthesis by Buchwald-
Hartwig reaction. 
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Results 
 First chapter (Synthesis, 2012, 23, 2653): 
It is devoted to the development of tandem process, using PTC. Tandem reactions 
constitute an attractive strategy in the synthesis of complex molecules in a fast and 
efficient way from easily obtainable starting materials. Moreover, these kinds of 
reactions permit the creation of several stereogenic centers in a single step, without 
isolating intermediates. All these characteristics help to increase the efficiency and 
viability of the process because the use of reagents and purifications step is minimized. 
PTC has been widely used in organic synthesis for more than three decades. In 
general, these reactions are carried out in biphasic mediums, using aqueous mixes as 
solvent and in presence of an inorganic base to allow formation on nucleophilic species. 
Commonly, the catalyst is a quaternary ammonium salt that acts as an ions transporter 
between the phases. This methology presents numerous advantages such as simplicity 
of handle, smooth conditions reactions and the environmental benefit. 
In our case, the procedure has been applied to the development of a new method 
of regio- and stereoselective synthesis of 1,2,3-trisubstituted indanes from o-
divinylbenzenes via double Michael reaction in tandem sequence. Nitroindanes and 
indanilglycines have been synthesized (Figure 1). 
  
 
o-Divinylbenzene Nitroindane Indanylglycine 
Figure 1. Structure of 1,2,3-trisubstituted indanes by double Michael                              
reaction in tandem sequence  
Pharmacological assays perfomed to nitroindanes show that it is possible to 
achieve potent inhibitors of intracellular free radicals generation and therefore, they 
could present a neuroprotective effects. 
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 Second chapter (Bioorg. Med. Chem. Lett., 2011, 21, 2183): 
It is focused on new C-C bond forming processes by conjugate addition of arylboronic 
acids to α,β-unsaturated compounds under Pd(II) catalysis. 
Particularly, it is considered the regioselective synthesis of                             
para-terphenylquinones (2,5-diaryl-1,4-benzoquinones) and meta-terphenylquinones 
(2,6-diaryl-1,4-benzoquinones). Regioselectivity depends on substitution of arylboronic 
acids and the starting material 2-aryl-1,4-benzoquinone (Scheme 1). 
 
Scheme 1. Regioselective synthesis of terphenylquinones by conjugate addition of 
arilboronic acids to 2-aryl-1,4-benzoquinones 
This method has different advantages from a point of view both synthetic and 
environmental. It is worthy highlight the low toxicity and the thermal stability of 
arylboronic acids, the use of catalytic amounts of the transition metal Pd(II) and the 
presence of water as cosolvent. 
Pharmacological assays show 2,6-diaryl-1,4-benzoquinones could be potential 
candidates in the therapy of NDs, targeting simultaneously β-secretase activity and in 
the fibrillogenesis process in vitro of β-amiloyd (βA). 
 Third chapter: 
It is devoted in the synthesis of potential antagonists of adenosine A2A receptors. The 
study is divided into two families: 
a) Tic-guanidine family (Submitted to Eur. J. Med. Chem., 2015):  
It has been repeated Tic-guanidine (Figure 2) synthesis, developed previously in Prof. 
Dr. Melnyk’s group. Part of the aimed was to evaluate the effect of the configuration of 
the stereogenic  center. Comparing crystal structures of both enantiomers showed that 
the S-compound was enantiomerically pure whereas the R-compound had epimerized. 
This statement could be confirmed performing a chiral HPLC study. 
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Figure 2. Structure of Tic-guanidine 
The interest of repeating the Tic-guanidine synthesis is to confirm and evaluate 
the epimerization of the process. For this purpose, the synthesis of both enantiomers 
was carried out in parallel to be completely sure that both of them are treated in the 
same way. Moreover, optical rotation was checked in each step of the pathway to find 
out the chemical step that would be responsible of the racemisation. 76.5% was 
obtained as enantiomeric excess for the enantiomer R.. 
b) Amino-imidazopyridine family:  
It is focused on new C-N bond forming processes by cross-coupling of an halogen and 
an amine group under Pd(II) catalysis, it is means, employing Buchwald-Hartwig 
reaction. Due to the great prevalence of aromatic amine groups in molecules with 
diverse biological activities, this methology has a high interest because allows synthesis 
more efficient. 
In particular, ZM248315 and preladenant analogs (both tested as antagonists of 
adenosine A2A receptors) have been synthesized, employing amino-imidazopyridines as 
central core. Thus, it is possible to validate if the presence of this heteorocycle makes 
the obtained molecule a potencial antagonist of adenosine A2A receptors (Figure 3).  
In the case of preladenant analogs (Figure 3), it was designed to synthesize 
diverse compounds with different lengths of chain (0, 1 or 2 methylenes). 
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ZM241385 Ki = 0.8 nM Preladenant Ki = 1.1 nM 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Imidazopyridines structures analogs to ZM241385 and  preladenant 
Conclusions 
Four families of molecular entities with potential activity in different targets involved in 
AD and PD have been synthesized: 1,2,3-trisubstituted indanes, terphenylquinones,  
Tic-guanidines and imidazopyridines. Development and optimization of some synthetic 
methologies have been necessary to get them. 
1,2,3-Trisubstituted indanes have been achieved regio- and stereoselectively by 
double Michael reaction in tandem sequence, employing PTC, getting both              
nitroindanes and indanylglycines. The first ones act as inhibitors of intracellular free 
radical generation, and for this reason, they could show a neuroprotector character. 
Terphenylquinones have been synthesized regioselectively by conjugate addition 
of arylboronic acids to monofunctionalized 1,4-benzoquinones, under Pd(II) catalysis. 
In particular, meta-terphenylquinones (2,6-diaryl-1,4-benzoquinones) show activity in 
both inhibition of  β-secretase and fibrillogenesis in vitro of βA peptide. 
Two different families of potential antagonists of adenosine A2A receptors have 
been got. On one hand, the Tic-guanidine family, whose synthetic reproduction of both 
enantiomers has allowed confirm that this pathway elapses with and enantiomeric 
excess of 76.5%. On the other hand, the amino-imidazopyridine family whose synthesis 
has been carried out by Buchwald-Hartwig reaction, under Pd(II) catalysis. 
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1. Neurodegenerative diseases (NDs) 
Neurodegenerative diseases (NDs), often developed in the later stages of life, have 
become increasingly more prevalent since their incidence increases as the population 
ages. The World Health Organization (WHO) projects that NDs will surpass cancer to 
become the second leading cause of death by 2040. Therefore, the urgency to 
understand the fundamentals of NDs as well as develop diagnostic and therapeutic 
agents, make NDs an area of great scientist interest. 
Neurodegeneration is a condition that involves the progressive loss of 
neurological function caused by the degeneration of neurons in the brain, spinal cord or 
peripheral nervous system. Manifesting a large variety of clinical symptoms depends on 
the population of neurons affected.
1
 The etiology of neurodegeneration is quite 
heterogeneous. The beginning of these diseases could be familial (Mendelian 
inheritance), sporadic or both of them.
2
 
Many different kinds of diseases are neurodegenerative, being the most common 
Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD), Huntington’s disease and 
amyotrophic lateral sclerosis.
3
  
There is a huge body of evidence which suggest that these disorders arise by 
multifactorial conditions such as: (a) abnormal protein dynamic with protein 
degradation and aggregation; (b) oxidative stress and free radical formation;                 
(c) impaired bioenergetics and mitochondrial dysfunction and (d) exposure to metal 
toxicity (Figure 1).
4
 
 
                                                            
1 R. Schliebs; T. Arendt, “The cholinergic system in aging and neuronal degeneration”. Behav. Brain 
Res., 2011, 221, 555-536. 
2 (a) S. Lesage; A. Brice, “Role of Mendelian genes in “sporadic” Parkinson’s disease”. Parkinsonism. 
Relat. Disord., 2012, 18, S66–S70. (b) G.D. Scheñenberg; T.J. Montine, “The genetics and 
neuropathology of Alzheimer’s disease”. Acta Neuropathol., 2012, 124, 305–323. 
3 L.K. Wood; S.J. Langford, “Motor neuron disease: A chemical perspective”. J. Med. Chem., 2014, 57, 
6316–6331. 
4 S. Sheikh; E. Haque; S.S. Mir, “Neurodegenerative disease: Multifactorial conformational diseases and 
their therapeutics interventions”. J. Neurodegener. Dis., 2013, 2013, 1–8. 
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Figure 1. Different factors associated with neurodegenerative diseases 
1.1. Therapies for neurodegenerative diseases 
Nowadays, there are treatments available for some NDs. However the majority of them 
controls only their symptoms. These symptomatic control therapies usually work well in 
the early phases of the disease but their efficacy is gradually lost as the disease 
progresses and worsens. For instance, the acetylcholinesterase inhibitor donepezil 
controls dementia only over a short period of time in AD patients.
5
 As a result, the drug 
discovery for NDs has been focused on the identification of new molecules which are 
able to delay or disrupt disease progression and offer prolonged or kept clinical benefits 
to the patients.
6
 
Three different strategies are being developed and used in discovering 
therapeutic agents for NDs (Figure 2). The first one is focused on removing or reducing 
toxic species such as protein aggregates and reactive oxygen species (ROS) which 
might cause neurodegeneration. The second approach is addressed to protect 
dysfunctional neurons against the detrimental effect of existing toxins. The third one 
consists on a regenerative approach by which the neurogenesis is promoted.
7
  
                                                            
5 A. Atri, “Effective pharmacological management of Alzheimer’s Disease”. Am. J. Manag. Care, 2011, 
17, S346–S355. 
6 (a) A. Corbett; J. Smith; C. Ballard, “New and emerging treatments for Alzheimer’s disease”. Expert. 
Rev. Neurother., 2012, 12, 535–543. (b) W.G. Meissner; M. Frasier; T. Gasser, “Priorities in 
Parkinson’s disease research”. Nat. Rev. Drug Discov., 2011, 10, 377–393. 
7 M. Zhang; G. Luo; Y. Zhou; S. Wang; Z. Zhong, “Phenotypic screens targeting neurodegenerative 
diseases”. J. Biolmol. Screen., 2014, 19, 1–16. 
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Figure 2. Strategies to discover new drugs for neurodegenerative diseases
7
 
1.2. Molecular mechanisms involved in the neurodegeneration 
Although each disease has its own molecular mechanism and clinical manifestations, 
some general pathways might be recognized in them. They include protein misfolding 
and aggregation, oxidative stress, radical free generation, metal dyshomeostasis, 
mitochondrial dysfunction and phosphorylation impairment. 
a) Folding or misfolding proteins 
Cellular proteins must keep their native three-dimensional conformations in order to be 
biochemically and functionally active.
8
 Partial folding or misfolding makes protein 
functionally inactive, which may make the protein toxic to the cell.
9
 Due to the 
hydrophilic nature of the cellular medium, hydrophobic surfaces from different 
misfolding proteins tend to interact with each other and to form cellular aggregates.
10
 
Protein misfolding followed by self-association and subsequent deposition of the 
aggregated proteins has been observed in the brain tissues of patients affected by these 
disorders. 
b) Mitochondrial dysfunction and oxidative stress 
Mitochondrial dysfunction and oxidative stress play an important role in the 
development of the most common NDs. Loss of mitochondrial function is associated 
with an increase in the generation of ROS.  
                                                            
8 F.U. Hartl; M. Hayer-Hartl, “Converging concepts of protein folding in vitro and in vivo”. Nat. Struc. 
Mol. Biol., 2009, 16, 574–581. 
9 C.M. Dobson, “Protein folding and misfolding”. Nature, 2003, 426, 884–890. 
10 W.E. Balch; R.I. Morimoto; A. Dilling; J.W. Kelly, “Adapting proteostasis for disease intervention”, 
Science, 2008, 319, 916–919. 
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Mitochondria use metabolic intermediates generated during the tricarboxylic 
acid (TCA) cycle to generate adenosine triphosphate (ATP) during oxidative 
phosphorylation. The mitochondrial electron transport system (ETC) of oxidative 
phosphorylation is the major site for the cellular generation of ROS.
11
 The main ROS 
produced by cellular processes are superoxide anion, hydrogen peroxide and hydroxyl 
radical.  
Along the ETC, the one-electron reduction of molecular oxygen produces a 
relatively stable intermediate, the superoxide anion (O2
·-
), which serves as the precursor 
of most ROS. The dismutation of the O2
·-
 by superoxide dismutases results in hydrogen 
peroxide (H2O2) production. Following the generation of H2O2 within the mitochondria, 
it quickly diffuses into the cytosol where it is eliminated by several antioxidant enzymes 
such as glutathione peroxide, catalase and peroxiredoxins (Scheme 1). 
 
Scheme 1. Reduced scheme of electron transport chain (ETC) in mitochondria 
The inhibition of ETC proteins can cause a subsequent increase in ROS resulting 
in a decrease in the mitochondrial membrane potential, loss of ATP, and energy 
collapse and subsequent cell death.
12
 Beside the antioxidant enzymatic activities, cells 
possess non-enzymatic scavengers (glutathione, vitamin E, vitamin C and ubiquinone) 
to protect them against ROS. An imbalance between ROS production and antioxidant 
action results in oxidative stress.
13
 
                                                            
11 M.P. Murphy, “How mitochondria produce reactive oxygen species”. Biochem. J., 2009, 417, 1-13. 
12 J.H. Santos; L. Hunakova; H.Y. Chen; C. Bortner; B. Van, “Cell sorting experiments link persistent 
mitochondrial DNA damage with loss of mitochondrial membrane potential and apoptotic cell death”. 
J. Biol. Chem., 2003, 278, 1728–1734. 
13 M. Ott; V. Gogvadze; S. Orrenius; B. Zhivotovsky, “Mitochondria, oxidative stress and cell death”. 
Apoptosis, 2007, 12, 913–922. 
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Neuronal tissue is particularly sensitive to oxidative stress, and imbalance in              
pro-oxidant versus antioxidant homeostasis in central nervous system (CNS) results in 
the production of several potentially toxic ROS. In NDs, oxidative damage is found in 
every class of biological molecules within neurons, spanning from lipids to DNA and 
proteins.
14
 
c) Metals and neurodegeneration 
 Metals play an important role in neurodegeneration. While transition metals are 
essential in many biological reactions, alterations in their homeostasis result in 
increased ROS production which is catalyzed by iron, copper or other trace redox active 
metals. In any case, metal-mediated oxidative stress is also linked to mitochondrial 
dysfunction. The increase of iron in the brain, associated with several NDs, may lead to 
an increased production of ROS via Fenton reaction (Scheme 2).
15
 
 
Scheme 2. The Fenton reaction 
Redox-active iron is associated with the senile plaques and neurofibrillary 
tangles, both pathological hallmark lesions of AD and PD.
16
 Iron induces in situ 
oxidation and readily catalyzes an H2O2-dependent oxidation. Iron can contribute to free 
radical damage by catalyzing the formation of the 
·
OH, inducing secondary initiation of 
lipid peroxidation and promoting the oxidation of proteins. 
                                                            
14 H.R. McLennan, M.D. Esposti, “The contribution of mitochondrial respiratory complexes to the 
production of reactive oxygen species”. J. Bioenerg. Biomembr., 2000, 32, 153–162. 
15 C. Thomas; M.M. Mackey; A.A. Diaz; D.P. Cox, “Hydroxyl radical is produced via the Fenton 
reaction in submitochondrial particles under oxidative stress: Implications for diseases associated with 
iron accumulation”. Redox Rep., 2009, 14, 102–108. 
16 K.L. Double; M. Maywald; M. Schmittel; P. Riederer; M. Gerlach, “In vitro studies of ferritin iron 
release and neurotoxicity”. J. Neurochem., 1998, 70, 2492–2499. 
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2. Alzheimer’s disease (AD) 
Alzheimer’s disease (AD), the most common form of dementia, is a degenerative 
disorder of the brain that leads to memory loss.
17
 According to the WHO, 47.5 million 
people suffer from dementia in worldwide and there are 7.7 million of new cases every 
year; contributing AD to 60-70% of these cases.
18
 The high global prevalence and the 
socioeconomic burden associated with the disease pose major challenges for public 
health in the 21
st
 century. 
AD is currently chronic and progressive, showing deficits of multiple brain 
functions, mainly at cortex and hippocampus levels, such as memory, thoughts, 
comprehension, calculation, learning ability, language and own judgment.
19
 Alterations 
in cognitive deficits are linked to an impairment of emotional control and behaviour. 
There are two types of AD: a) Familial AD which affects adults younger than 65 years 
old and b) Sporadic AD is most common in adults aged 65 years old and older.  
Despite decades of intense research, therapeutics for AD are still limited to 
symptomatic treatments that possess only short-term efficacy.
19a 
Although they can 
improve the quality of life for patients, no one gets really cured. 
Prevention of AD is a key challenge for researchers; however to make it 
possible, it is completely necessary to better understand its etiology and the range of 
influence of environmental and lifestyle in the developing of this disease. 
2.1. History 
At the 37
th
 Meeting of South-West German Psychiatrists (Tübingen, 1906), Alois 
Alzheimer,
20
 a clinical psychiatrist and neuroanatomist, reported an unusual case study 
involving “A peculiar severe disease process of the cerebral cortex”.21 He described a 
50 years old woman, Auguste Deter, whom he had followed from her admission for 
                                                            
17 A. Burns; S. Iliffe, “Alzheimer’s disease”. B.M.J., 2009, 338, b158. 
18 Dementia Fact Nº 362. World Health Organization. Mach 2015. 
19 (a) K. Chiang; E.H. Koo, “Emerging therapeutics for Alzheimer’s disease”.  Annu. Rev. Pharmacol. 
Toxicol., 2014, 54, 381-405. (b) L.Y. Fan; M.J. Chiu, “Pharmacological treatment for Alzheimer’s 
disease: Current approaches and future strategies”. Acta Neurol. Taiwan, 2010, 19, 228-245. 
20 H. Hippius; G. Neundörfen, “The discovery of Alzheimer’s disease”. Dialogues Clin. Neurosci., 2003, 
5, 101–108.  
21 A. Alzheimer, “Über einen eigenartigen schweren Erkrankungsprozeß der Hirnrinde”. Neurol. 
Central., 1906, 25, 1134. 
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paranoia, progressive sleep and memory disturbance, aggression and confusion, until 
her death 5 years later. After the autopsy, Alzheimer was able to investigate her brain 
both morphologically and histologically. Alzheimer’s report noted distinctive plaques 
and neurofibrillary tangles in the brain histology. In 1910, the name Alzheimer’s disease 
was included by Kraepelin in the eight edition of his Textbook of Psychiatry.
22
 
2.2. Etiology and pathophisiology 
Regarding AD’s etiology, the causes which promote its development are still unknown. 
Nevertheless, different hypotheses have been reported to help to understand the 
complex neurodegenerative process of AD.
23
 Most experts agree that AD is developed 
as a result of multiple risks factors which are changeable and unchangeable (age, sex, 
familial and genetic background, environmental and lifestyle) instead of an only cause. 
At the macroscopic level, AD is characterized by loss of neurons and synapses 
in the cerebral cortex and other subcortical regions what results in atrophy of the 
affected regions.
24
 Loss of cholinergic neurons in the hippocampus and frontal cortex is 
characteristic of AD and is believed to be responsible for cognitive impairment and loss 
of memory at short term. 
At microscopic level, AD has two characteristic features:
25
  
a) Amyloid plaques dense and mostly insoluble deposits of β-amyloid (βA) peptide 
and cellular material outside and around neurons. 
b) Neurofibrillary tangles aggregates of the microtubule-associated protein tau 
which has become hyperphosphorylated and accumulates inside the cells. 
                                                            
22 E. Kraepelin in Clinical Psychiatry: A textbook for students and physicians (Reprint). Translated by 
A.R. Diefendorf. Ed.: Kessinger Publishing, 2007. 
23 (a) C. Haass; C. Kaether; G. Thinakaran; S. Sisodia, “Trafficking and proteolytic processing of APP”. 
Cold. Spring. Harb. Perspect. Med., 2012, 2, a006270. (b) L. Mucke; D.J. Selkoe, “Neurotoxicity of 
amyloid-protein: Synaptic and network dysfunction”. Cold. Spring. Harb. Perspect. Med., 2012, 2, 
a006338. (c) J. Hardy; D.J. Selkoe, “The amyloid hypothesis of Alzheimer’s disease: Progress and 
problems on the road to therapeutics”. Science, 2002, 297, 353-356. (d) J.A. Hardy; G.A. Higgins, 
“Alzheimer’s disease:The amyloid cascade hypothesis”. Science, 1992, 256, 184-185. 
24 G.L. Wenk, “Neuropathologic changes in Alzheimer’s disease”. J. Clin. Psychiatry, 2003, 64              
(Suppl. 9), 7–10. 
25 P. Tiraboschi; L.A. Hansen; L.J. Thal; J. Corey-Bloom, “The importance of neuritic plaques and 
tangles to the development and evolution of AD”. Neurology, 2006, 64, 1984–1989. 
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Although many older people develop plaques and tangles as a consequence of 
ageing, brains of AD patients have a greater number of them in specific brain regions 
such as the temporal lobe.
26
 
Several hypotheses have been put forward on the basis of various causative 
factors in order to explain AD,
27
 such as: a) βA hypothesis, b) Tau hypothesis and        
c) Cholinergic hypothesis. 
2.2.1. Amyloid cascade hypothesis 
This hypothesis suggests that the neurodegenerative process in brains with AD is due to 
cytotoxic events which are triggering by formation, aggregation and deposition of the   
βA peptide. 
According to this hypothesis, the onset of AD would follow the following 
process: the amyloid precursor protein (APP) would be metabolized by the 
amyloidogenic pathway, causing an excess production of βA and/or a fault in its 
elimination.  
The βA peptide is produced by the APP catabolism28 (Figure 3). The APP is a 
protein of the plasmatic membrane with only a domain with both an intracellular and 
extracellular part, which is located on different kinds of cells such as neurons, 
astrocytes, oligodendrocytes and glial cells.
23a,b
 This protein is cleaved by the enzymes 
α-, β- and γ-secretases. 23a 
 
Figure 3. βA plaque formation in the brain.  (a) Normal APP in membrane.                 
(b) Enzyme forming βA. (c) Formation of βA plaque29 
                                                            
26 C. Bouras; P.R. Hof; P. Giannakopoulos; J.P. Michel; J.H. Morrison, “Regional distribution of 
neurofibrillary tangles and senile plaques in the cerebral cortex of elderly patients: A quantitative 
evaluation of a one-year autopsy population from a geriatric hospital”. Cereb. Cortex, 1994, 4,       
138-150.  
27 A. Kumar; A. Singht; Ekavali, “A review on Alzheimer’s disease pathophysiology and its management: 
An update”. Pharmacol. Rep., 2015, 67, 195-203. 
28 Catabolism is the set of metabolic pathways which break down molecules into smaller units to release 
energy. 
29 Image from National Institute of Aging. 
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In a physiological state and following the non-amyloidogenic pathway        
(Figure 4), the APP is catabolized by the α-secretase enzyme, producing a sAPPα 
fragment, which remains in the extracellular medium, and an 83-residue-carboxy-
terminal fragment (C83) which is anchored on the plasmatic membrane. The sAPPα 
fragment regulates neuronal excitability, improves synaptic plasticity, learning and 
memory, and increases resistance of neurons to oxidative and metabolic stress.
23 
 
Figure 4. The non-amyloidogenic pathway of APP processing
30
 
However, in a neuropathological state, APP is metabolized by the 
amyloidogenic pathway (Figure 5). APP is first cleaved by the β-secretase                    
(β-site amyloid precursor protein-cleaving enzyme 1, BACE-1) at the N-terminal side, 
releasing a large soluble APP-fragment sAPPβ and a 99-residue-C-terminal fragment 
(C99). Then, the C99 peptide is cleaved by γ-secretase at several positions leading to the 
formation of βA40 or the pathogenic βA42 peptide. The γ-secretase cleavage also releases 
the APP intracellular domain (AICD) that promotes the neuronal death or apoptosis.
31
 
 
Figure 5. The amyloidogenic pathway of APP processing
30 
The different points of cleaving of γ-secretase produce several βA fragments, 
βA40 peptide which is the most predominant specie and βA42 that is the main component 
of the βA plaques. This is due to the fact that βA42 peptide is more likely to aggregate 
and be toxic than βA40; for this reason, βA42 has been reported as the pathogenic species 
of the βA peptide.  
                                                            
30 Figure adapted from M. Citron, “Strategies for disease modification in Alzheimer’s disease”. Nat. Rev. 
Neurosci., 2004, 5, 677-685. 
31 T. Müller; H.E. Meyer; R. Egensperger; K. Marcus, “The amyloid precursor protein intracellular 
domain (AICD) as modulator of gene expression, apoptosis, and cytoskeletal dynamics – Relevance for 
Alzheimer’s disease”. Prog. Neurobiol., 2008, 85, 393-406. 
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Figure 6 shows a summary about the APP processing and how act both anti-
amyloidogenic and amyloidogenic pathways.  
 
(a) APP degradation involves 3 proteases: α-, β- and 
γ-secretase. α-Secretase produces soluble APP 
(sAPP), while β- and γ-secretase generate βA.       
γ-Secretase may cleave APP at different points, 
leading βA of several lengths, including βA40 and 
βA42, having the last one a great tendency to 
aggregate in  βA plaques. 
 
(b) Cleavage by α-secretase interior to βA sequence initiates non-amyloidogenic processing. A 
large sAPPα ectodomain is released, leaving behind an 83-residue carboxy-terminal 
fragment. C83 is then digested by γ-secretase, liberating extracellular p3 and the amyloid 
intracellular domain (AICD). Amyloidogenic processing is iniciated by β-secretase, releasing 
a shortened sAPPβ. The retained C99 is also a γ-secretase substrate, generating βA and 
AICD. γ-Secretase cleavage occurs within the cell membrane in a unique process termed 
“regulated intramembranous proteolysis”. sAPPα and sAPPβ are secreted APP fragments 
after α-secretase and β-secretase cleavages, respectively. AICD is a short tail (approximately 
50 amino acids) that is released after cleavage by γ-secretase. AICD is targeted to the 
nucleus, signalling transcription activation. 
Figure 6. (a) Structure of APP and origin of sAPP and βA. (b) Processing of APP32 
Therefore, research lines in AD treatment focus on developing new drugs which 
are β- and γ-secretase inhibitors or α-secretase enhancers.33 
                                                            
32 H.W. Querfurth; F.M. LaFerla, “Alzheimer’s disease”. N. Engl. J. Med., 2010, 362, 329-344. 
33Y. Huang; L. Mucke, “Alzheimer mechanisms and therapeutic strategies”. Cell., 2012, 148,           
1204-1222. 
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2.2.2. Tau protein 
Microtubule-associated protein Tau is another major factor of AD pathogenesis as a 
component of neurofibrillary tangles (NFTs).
34
 The number of NFTs is a pathologic 
marker of the severity of AD. 
Tau stabilizes microtubule protein and microtubule – associated processes in 
normal conditions. Tau hyperphosphorylation and NFT formation is tightly related to 
the existence of excessive βA and plaques, proving the Tau pathology in AD.35 During 
AD pathogenesis, βA42 oligomerizes and accumulates, leading senile plaques which 
have toxic effects in the neuronal synapses. Then, as glial response, astrocytes and 
surrounding microglia are activated so they release cytokines and other components, 
leading to an inflammatory response. As a consequence, oxidative stress in neurons is 
established and changes in the homeostasis of calcium ion occur what produces a 
hyperactivation of kinase proteins and an inactivation of phosphatases. Therefore, Tau 
is found hyperphosphorylated which is insoluble, lacks affinity for microtubules, and 
self-associates into paired helical filament structures and finally accumulate as NFTs
36
 
(Figure 7). As in the case of the βA oligomers, intermediate aggregates of abnormal Tau 
molecules are cytotoxic
37
 and impair the cognitive function.
38
  
 
 
 
 
 
                                                            
34 E.M. Mandelkow; E. Mandelkow, “Tau in Alzheimer’s disease”. Trends. Cell. Biol., 1998, 8, 425-427. 
35 (a) J. Götz; F. Chen; J. van Dorpe; R.M. Nitsch, “Formation of neurofibrillary tangles in P301l tau 
transgenic mice induced by Aβ42 fibrils”. Science, 2001, 293, 1491-1495. (b) J. Lewis; D.W. Dickson; 
W.L. Lin; L. Chisholm; A. Corral; G. Jones; S.H. Yen; N. Sahara; L. Skipper; D. Yager; C. Eckman; J. 
Hardy; M. Hutton; E. McGowan, “Enhanced neurofibrillary degeneration in transgenic mice 
expressing mutant tau and APP”. Science,  2001; 293, 1487-1491. 
36 D.H. Geschwind, “Tau phosphorilation, tangles, and neurodegeneration: The chicken or the egg?”. 
Neuron., 2003, 40, 457-460. 
37 I. Khlistunova; J. Biernat; Y. Wang; M. Pickhasrdt; M. von Bergen; Z. Gazvova; E. Mandelkow; E.M. 
Mandelkow, “Inducible expression of Tau repeat domain in cell models of tauopathy: Aggregation is 
toxic to cells but can be reversed by inhibitor drugs”. J. Biol. Chem., 2006, 281, 1205-1214. 
38 (a) S. Oddo; V. Vasilevko; A. Caccamo; M. Kitazawa; D.H. Cribbs; F.M. LaFerla, “Reduction of 
soluble Aβ and Tau, but not soluble Aβ alone, ameliorates cognitive decline in transgenic mice with 
plaques and tangles”. J. Biol. Chem., 2006, 281, 39413-39423. (b) K. Santacruz; J. Lewis; T. Spires; J. 
Paulson; L. Kotilinek; A. Guimaraes; M. DeTure; M. Ramsden; E. McGowan; C. Forster; M. Yue; J. 
Orne; C. Janus; A. Mariash; M. Kuskowski; B. Hyman; M. Hutton; K.H. Ashe, “Tau suppression in a 
neurodegenerative mouse model improves memory function”. Science, 2005, 309, 476-481. 
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Figure 7. (a) APP processing. (b) Tau function
32 
2.2.3. Cholinergic hypothesis 
Degeneration of neurons has been associated with loss of memory function. The 
discovery of a link between the clinical symptoms of the disease and specific 
cholinergic deficits in the brains of AD patients, by Peter Davies in 1976,
39
 was a 
landmark for modern neurochemistry. 
The cholinergic neuron system is the main neurotransmitter system involved in 
AD and, cholinergic loss is a well recognized pathology. These neurons maintain 
                                                            
39 R. Katzman; K. Bick in “The cholinergic story: Hope for the patient and family”. Alzheimer’s disease, 
the changing view. Chapter 5. First Ed.: Academic Press, London, 2000. 
(b) Tau binding promotes 
microtubule assembly and 
stability. Excessive kinase, 
reduced phosphatise 
activities, or both cause 
hyperphosphorylation tau 
to detach and self-
aggregate and microtubules 
to destabilize 
(a) 
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cortical activity and cerebral blood flow, and modulate cognition, learning, task and 
memory related activities, and are involved in the development of the cerebral cortex 
and regulation of sleep-wake cycle.
40
 Deficiency of acetylcholine (ACh) in brain was 
observed either due to decreased production of neurotransmitter or amplified 
acetylcholinesterase activity.
41
  
Acetylcholinesterase (AChE), which is mainly expressed in nervous tissue, 
neuromuscular junctions, plasma and red blood cells,
42
 is a serine-protease that 
hydrolyses the carboxylic acid of the ACh to afford choline (Chol) and acetic acid 
(Scheme 3), thus playing a key role in cholinergic neurotransmission within the 
autonomic and somatic nervous system.  
 
Scheme 3. Catalytic activity of AChE 
The decreased level of ACh causes impairment of the cholinergic 
neurotransmission leading to the loss of intellectual abilities.
43
 This hypothesis 
generally implies that the cholinergic augmentation will improve the cognition in AD. 
Additionally, it has been shown that AChE is one of the proteins that colocalizes with 
βA deposits and directly promotes βA assembly and aggregation into soluble 
plaques.
40c,44
  
                                                            
40 (a) R. Schliebs; T. Arendt, “The significance of the cholinergic system in the brain during aging and in 
Alzheimer’s disease”. J. Neural. Transm., 2006, 113, 1625-1644. (b) J. Berger-Sweeney, “The 
cholinergic basal forebrain system during development and its influence on cognitive processes: 
Important questions and potential answers”. Neurosci. Biobehav. Rev., 2003, 27, 401-411. (c) T.M. 
Rees; S. Brimijoin, “The role of acetylcholinesterase in the pathogenesis of Alzheimer’s disease”.  
Drugs Today, 2003, 39, 75-83. 
41 P.M. Arce; R.I.M. Franco; G.C.G. Muñoz; C. Pérez; B. López; M. Villaroya; G.M. López; G.A. 
García, “Neuroprotective and cholinergic properties of multifunctional glutamic acid derivatives for the 
treatment of Alzheimer’s disease”.  J. Med. Chem., 2009, 22, 7249-7257. 
42  J.P. de Almeida; C. Saldanha, “Nonneuronal cholinergic system in human erythrocytes: Biological 
role and clinical relevance”. J. Membr. Biol., 2010, 6, 99-107. 
43 (a) R. Schiliebs; T. Arendt, “The cholinergic system in aging and neuronal degeneration”. Behav. 
Brain Res., 2011, 221, 555-563. (b) R. Schiliebs; T. Arendt, “The significance of the cholinergic system 
in the brain during aging and in Alzheimer’s disease”. J. Neural. Transm., 2006, 113, 1625-1644. 
44 (a) R.M. Lane; M. Kivipelto; N.H. Greik, “Acetylcholinesterase and its inhibition in Alzheimer’s 
disease”. Clin. Neuropharmacol., 2004, 27, 141-149. (b) N.C. Inestrosa; A. Alvarez, 
“Acetylcholinesterase accelerates assembly of amyloid beta-peptides into Alzheimer’s fibrils: Possible 
role of the peripheral site of the enzyme”. Neuron., 1996, 16, 881-891. 
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Therefore, βA peptide (mainly βA42), Tau protein and cholinergic system have 
been the main targets for modifying AD therapies.
45
 From this point of view, AD could 
be prevented or treated by: 
 Decreasing production of βA42 and phosphorylation of Tau protein 
 Preventing of aggregation or misfolding of these proteins 
 Neutralizing or removing aggregated forms or misfolded proteins 
 AChE inhibitors to restore the synaptic levels of ACh and treat symptoms 
caused by cholinergic imbalance 
 A combination of the above strategies  
2.3. Therapeutic strategies 
Up to date, only a few AD medications have been proved as improving AD symptoms, 
but none of them modify disease progress or pathological cascades.
46
 It is suspected that 
the reason for many drugs target candidates to fail in clinical trials reside in the 
improper time of drug treatment, in fairly late stage of AD progression where 
irreversible damages have already occurred, including excessive βA deposits, neuronal 
impairment, death and blood brain barrier (BBB) disruption.
47
 Therefore, finding a 
diagnostic biomarker, especially for the early stages of AD pathology, is needed for 
developing a valuable therapeutic target at the early stage and preventing progression of 
the disease. 
Diverse approaches for AD therapeutic strategy have arisen along with better 
understanding of cellular and molecular mechanism of AD pathogenesis. Possible 
strategies of drug development target are listed in Table 1. 
                                                            
45 (a) M.A: Castello; S. Soriano, “On the origin of Alzheimer disease. Trials and tribulations of the 
amyloid hypothesis”. Ageing Res. Rev., 2014, 13, 10-12. (b) D.A. Drachman, “The amyloid hypothesis, 
time to move on: Amyloid is the downstream result, not cause, of Alzheimer’s disease”. Alzheimer 
Dement, 2014, 10, 372-380. (c) T. Silva; J. Reis; J. Texeira; F. Borges, “Alzheimer’s disease, enzyme 
targets and drug discovery struggles: From natural products to drug prototypes”. Ageing Res. Rev., 
2014, 15, 116-145. (d) M. Citron, “Alzheimer’s disease: Strategies for disease modification”. Nat. Rev. 
Drug Discov., 2010, 9, 387-398. 
46 N.S. Buckholtz, “Perspective: In search of biomarkers”. Nature, 2011, 475, S8. 
47 E. Callaway, “Alzheimer’s drugs take a new tack”. Nature, 2012, 489, 13-14. 
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Table 1. Diverse strategies for AD therapeutic target
48
  
Strategy Target 
Modulating 
neurotransmission 
Cholinesterase inhibitors 
N-methyl-D-aspartate 
GABAergic modulation 
Serotonin receptor modulation 
Adenosine receptor modulation 
βA production α-Secretase activation 
β-Secretase inhibition 
γ-Secretase inhibition 
γ-Secretase modulation 
APP modulation 
βA degradation Neprilysin activation 
Insulin-degrading enzyme activation 
ApoE 
βA removal Vaccination 
Passive immunization 
General immune system modulation 
Microglial activation 
Receptor-mediated removal from CNS to periphery 
Prevent entry from periphery to CNS 
Modulation of βA balance between CNS and periphery 
Preventing βA toxicity Aggregation inhibition by binding βA 
Oligomerization inhibition through metal protein attenuation 
Prevent formation of pyroglutaminyl βA 
Tau Tau aggregation inhibition 
Prevent Tau hyperphosphorylation 
Facilitate Tau phosphatase 
Microtubule stabilization 
Increase Tau clearance 
Neuroprotection Neuronal growth factor 
Anti-apoptotic agents 
Mitochondrial improvement 
Anti-inflammation 
BBB integrity 
Neuronal metabolism 
                                                            
48 S.H. Han; I. Mook-Jung, “Diverse molecular targets for therapeutic strategies in Alzheimer’s disease”. 
J. Korean Med. Sci., 2014, 29, 893-902. 
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Up to now, the US Food and Drug Administration (FDA) has approved only 
four drugs for AD, including acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs: donepezil, 
rivastigmine and galantamine, Figure 8) and the N-methyl-D-aspartate (NMDA) 
receptor antagonist, memantine (Figure 8). These drugs enhance cognitive function via 
increased ACh or glutamatergic receptor blocking, respectively.  
AChE Inhibitors 
 
  
 
Donepezil Tacrine 
(into disuse) 
Rivastigmine Galantamine 
NMDA Receptor Antagonist 
 
Memantine 
Figure 8. Structure of approved drugs for AD 
2.3.1. Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) 
AChE inhibitors enhance cholinergic neurotransmission through inhibition of AChE, 
thus decreasing the breakdown of ACh. 
Tacrine was the first drug approved for treatment of AD in 1993.
49
 Widespread 
use of tacrine was limited as it was poorly tolerated as it caused a number of side effects 
including hepatotoxicity.
50
 Donepezil (Figure 8) is a highly selective AChEI which was 
approved in 1996 for the treatment of mild-to-moderate AD patients. It is believed that 
donepezil acts not only at the neurotransmitter level but also at a molecular and cellular 
level in nearly every stage involved in the pathogenesis of AD.
51
 Donepezil was 
approved for use in mild, moderate, and severe AD but not for other forms of dementia. 
                                                            
49 V. Tumiatti; A. Minarini; M.L. Bolognesi; A. Milelli; M. Rosini; C. Melchiorre, “Tacrine derivatives 
and Alzheimer's disease”. Curr. Med. Chem., 2010, 17, 1825–1838.   
50 Tacrine. Drugs in clinical trials. Alzheimer Research Forum. 
http://www.alzforum.org/drg/drc/detail.asp?id=90. 
51 S.A. Jacobson; M.N. Sabbagh, “Donepezil: Potential neuroprotective and disease-modifying effects”. 
Expert Opin. Drug Metab. Toxicol., 2008, 4, 1363–1369. 
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In addition, it has shown some benefit in mild cognitive impairment.
52
 Rivastigmine 
(Figure 8) is a small molecule possessing an easy BBB permeability. It was approved 
for the treatment of mild-to-moderate AD
53
 in 2000 and has since gained approval for 
Parkinson’s related dementias.54 Galantamine (Figure 8) was approved for the treatment 
of mild-to-moderate AD in 2001. Of particular importance are its inhibitory effects on 
AChE in the frontal cortex and hippocampal regions of the brain. 
Recently, novel AChEI molecule Memogain (GLN-1062), pro-drug of benzoyl 
ester of galantamine is available as intranasal formulation.
55
 Other novel molecule 
includes Huperizine A, an alkaloid isolated from the Chinese moss shrub (Huperzia 
serrata) with AChE inhibitory activity and modest effects on APP metabolism and 
neuroprotection.
56
 
 
 
Memogain Huperzine A 
Figure 9. Structure of new AChEIs 
2.3.2. Anti-amyloid strategies 
Different anti-amyloid strategies are targeted to act in different points of APP 
metabolism.
57
 
                                                            
52 (a) R.C. Petersen; R.G. Thomas; M. Grundman; D. Bennett; R. Doody; S. Ferris; D. Galasko; S. Jin; J. 
Kaye; A. Levey; E. Pfeiffer; M. Sano; C.H. van Dyck; L.J. Thal, “ Vitamin E and Donepezil for the 
treatment of mild cognitive impairment”. N. En. J. Med., 2005, 352, 2379-2388. (b) S. Salloway; S. 
Ferris; A. Kluger; R. Goldman; T. Griesing; D. Kumar; S. Richardson, “Efficacy of Donepezil in mild 
cognitive impairment A randomized placebo-controlled trial”. Neurology, 2004, 63, 651-657.  
53 J. Corey-Bloom; R. Anand; J.F. Veach, “A randomized trial evaluating the efficacy and safety of ENA 
713(Rivastigmine Tartrate), a new acetylcholinesterase inhibitor, in patients with mild to moderately 
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55 A. Maelicke; A. Hoeffle-Maas; J. Ludwig; A. Maus; M. Samochocki; U. Jordis; A.K. Koepke, 
“Memogain is a galantamine pro-drug having dramatically reduced adverse effects and enhanced 
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A. Decreased production of β-amyloid peptides: secretase inhibitors 
Research addressed to decrease βA production is being focused on modulation of 
enzymatic pathways which are in charge of the amyloidogenic APP processing. 
A.1. β-Secretase (BACE1) inhibitors 
In 1999, β-secretase was identified as the transmembrane aspartic protease β-site APP-
cleaving enzyme 1 (BACE1).
58
 BACE1 is a 501 amino-acid protein that is ubiquitously 
expressed, particularly in the brain and pancreas. High BACE1 enzymatic activity was 
found in human brains extracts, evidence that is consistent with the highest levels of βA 
found in neurons.
59
  
As BACE1 is in charge of starting the amyloidogenic pathway of APP 
processing, this enzyme is a potential target for anti-amyloidogenic drugs. The 
development of BACE1 inhibitors is challenging due to this enzyme has many 
substrates.
60
 Thus, complete inhibition of BACE1 might involve unpredicted side 
effects.
61
 Furthermore, drugs targeting BACE1 must cross the BBB and achieve 
therapeutic levels within the CNS.
62
 Endothelial cells responsible for this barrier restrict 
diffusion of large or hydrophilic molecules. However, since BACE1 belongs to the 
aspartyl proteases class, the inhibitor must possess a big and hydrophilic molecule what 
would make it difficult for crossing the BBB. The largest molecular size reported that 
                                                            
58 (a) S. Sinha; J.P. Anderson; R. Barbou; G.S. Basi; R. Caccavello; D. Davis; M. Doan; H.F. Dovey; N. 
Frigon; J. Hong; K. Jacobson-Croak; N. Jewett; P. Keim; J. Knops; I. Lieberburg; M. Power; H. Tan; G. 
Tatsuno; J. Tung; S. Schenk; P. Seubert; S.M. Suomensaari; S. Wang; D. Walker; J. Zhao; L. 
McConloque; V. John,  “Purification and cloning of amyloid precursor protein β-secretase from human 
brain”. Nature, 1999, 402, 537-540. (b) R. Yan; M.J. Bienkowski; M.E. Shuck; H. Miao; M.C. Tory; 
A.M. Pauley; J.R. Brashier; N.C. Stratman; W.R. Mathews; A.E. Buhl; D.B. Carter; A.G. Tomasselli; 
L.A. Parodi; R.L. Heinrikson; M.E. Gurney, “Membrane-anchored aspartyl protease with Alzheimer’s 
disease β-secretase specificity”. Nature, 1999, 402, 533-537. 
59 M. Willem; S. Lammich; C. Haass, “Function, regulation and therapeutic properties of beta-secretase 
(BACE1)”. Semin. Cell Dev. Biol., 2009, 20, 175-182. 
60 (a) K.W. Menting; J.A. Claassen, “β-Secretase inhibitor; a promising novel therapeutic drug in 
Alzheimer’s disease”. Aging Neurosci., 2014, 6, 165. (b) R. Yan; R. Vassar, “Targeting the β-secretase 
BACE1 for Alzheimer’s disease theraoy”. Lancet Neurol., 2014, 13, 319-329. (c)  R. Vassar; P.C. 
Kandalepas, “The β-secretase enzyme BACE1 as a therapeutic target for Alzheimer’s disease”. Res. 
Ther., 2011, 3, 20. 
61 B. Strooper; R. Vassar; T. Golde, “The secretases: Enzymes with therapeutic potential in Alzheimer’s 
disease”. Nat. Rev. Neurol., 2010, 6, 99-107. 
62 (a) K. Chiang; E.H. Koo, “Emerging therapeutics for Alzheimer’s disease”. Annu. Rev. Pharmacol. 
Toxicol., 2014, 54, 381-405. (b) F. Mangialasche; A. Solomon; “Alzheimer’s disease: Clinical trials 
and drug development”. Lancet Neurol., 2010, 9, 702-716. 
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can cross the BBB is approximately 550 Dalton.
63
 As BACE1-mediated proteolysis is 
an intracellular process, the inhibitors must have good drug-like absorption, distribution, 
metabolism and excretion properties to effectively penetrate subcellular membranes and 
reach the sites where βA is produced.64 
Currently, several compounds are being researched with the aim of overcoming 
these obstacles and getting that some of them are effective in the AD treatment. Table 2 
shows some compounds which are currently under study in clinical trials. 
Table 2. β-Secretase inhibitors under investigation in clinical trials65 
Druga Structure 
Clinical 
Trial Phase 
Results 
MK-8931 
[NTC01739348] 
 
II / III Not available 
CTS-21166 
[NCT00621010] 
Not available I 
Reduction of plasma βA 
concentrations > 60% 
E-2609 
[NCT01294540] 
Undisclosed I 
Effective reduction         
of plasma βA 
concentrations 
LY2886721 
[NTC01561430] 
 
I / II 
Ending of trials due to 
anomalous results in 
hepatic biochemical tests 
of some patients 
a
 Name registration in Clinicaltrials.gov 
A.2. The γ-secretase inhibitors and modulators 
The γ-secretase is a multi-subunit aspartyl protease, responsible for the final step of 
APP processing by the amyloidogenic pathway, leading to βA40 and  βA42 petides.
60
     
γ-Secretase is a protein complex composed by PSEN-1 and -2, nicastrin, anterior 
pharynx-defective phenotypt-1 (APH-1) and presenilin enhancer (PEN-2). It seems that 
                                                            
63 A.K. Glosh; M. Brindisi; J. Tang, “Developing beta-secretase inhibitors for treatment of Alzheimer’s 
disease”.  J. Neurochem., 2012, 120, 71-83.  
64 A.K. Glosh; S. Gemma; J. Tang, “β-Secretase as a therapeutic target for Alzheimer’s disease”. 
Neurotherapeutics, 2008, 5, 399-408. 
65 Table modified from: J. Folch; M. Ettcheto; D. Petrov; S. Abad; I. Pedrós; M. Marin; J. Olloquegui; A. 
Camins, “Una revisión de los avances de Alzheimer: Estrategia frente a la proteína  β-amiloide”. 
Neurología, 2015. DOI: 10.1016/j.nrl.2015.03.012.  
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the PSEN-1 and -2 are intrinsically related with amyloidogenic processing of APP, 
forming the catalytic subunit of the enzyme.
66
 On the other hand, nicastrin, APH-1 and 
PEN-2 seem to be associated with the maturation and stabilization of the complex
61
 
(Figure 10).  
 
Figure 10. The γ-secretase complex45c 
Although γ-secretase inhibition was a promising advance for AD modification in 
2001, development of γ-secretase inhibitors presents challenges similar to those named 
for BACE1 inhibitors due to the interference with the metabolization of non-amyloid 
substrates, which results in undesired side effects.
62,67
 The Notch signalling pathway
68
 is 
the major source of collateral damage.
61b 
The diverse composition of the subunits of the 
γ-secretase complex indicates that they can be differentially inhibited, potentially 
leading to efficacy against APP cleavage but also an acceptable adverse effect profile by 
sparing other functions of the complex.
61,69
  
LY-450139 or Semagacestat (Table 3) is a non-selective γ-secretase inhibitor 
that can inhibit APP and Notch cleavage (APP IC50 = 15 nM and Notch                      
IC50 = 49 nM).
70
 In humans, no major reduction was seen of cerebrospinal fluid βA 
levels and no differences have been seen in cognitive or functional measures between 
                                                            
66 A.J. Turner; L. Fisk; “Targeting amyloid-degrading enzymes as therapeutic strategies in 
neurodegeneration”. Ann. N. Y. Acad. Sci., 2004, 1035, 1-20. 
67 (a) S.M. Wolfe, “γ-Secretase as a target for Alzheimer’s disease”. Adv. Pharmacol., 2012, 64,        
127-153. (b) B.P. Imbimbi; G.A. Giardina, “γ-Secretase inhibitors and modulators for the treatment of 
Alzheimer’s disease: Disappointments and hopes”. Curr. Top. Med. Chem., 2011, 11, 1555-1570. 
68 The Notch Signalling Pathway is important for cell-cell communication, which involves gene 
regulation mechanisms that control multiple cell differentiation processes during embryonic and adult 
life. 
69 M.C. Woodward, “Drug treatments in development for Alzheimer’s disease”. J. Pharm. Pract. Res., 
2012, 42, 58-65. 
70 B.P. Imbimbo, “Alzheimer’s disease: γ-Secretase inhibitors.” Drug Discov. Today, 2008, 5, 169-175. 
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placebo- and LY-450139-treated patients.
70,62b
 The major concern regarding this         
non-selective γ-secretase inhibitor is its Notch-related adverse effects.67 Table 3 shows 
two of these γ-secretase inhibitors which are under study in clinical trials. 
Table 3. γ-Secretase inhibitors under investigation in clinical trials65 
Druga Structure 
Clinical 
Trial Phase 
Results 
Semagacestat 
LY-450139 
[NTC00594568, 
NCT-00762411] 
 
III 
Cognitive and 
functional 
deterioration regarding 
to placebo-patients 
Avagacestat 
BMS-708163 
[NTC00810147, 
NCT00890890, 
NCT00810147, 
NCT01079819]  
II Not available 
a
 Name registration in Clinicaltrials.gov 
To overcome those side effects, selective γ-secretase modulators were developed 
in order to block the enzyme altering the APP processing but without interfering with 
other signalling pathway such as Notch one.
69
 
The γ-secretase modulators have arisen due to the fact that some non-steroidal           
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) could decrease βA42 peptide levels in cells and 
mice. Examples of this kind of drugs are ibuprofen, sulindac, indomethacin and 
tarenflurbil (R-flurbiprofen) (Figure 11). Tarenflurbil and ibuprofen failed in their 
clinical trials.
71
 
 
 
                                                            
71 (a) P. Pasqualetti; C. Bonomini; G. Dal Forno; L. Paulon; E. Sinforiani; C. Marra; O. Zanetti; P.M. 
Rossini, “A randomized controlled study on effects of ibuprofen on cognitive progression of 
Alzheimer’s disease”. Aging Clin. Exp. Res., 2009, 21, 102-110. (b) J.L. Eriksen; S.A. Sagi; T.E. Smith; 
S. Weggen; P. Das; D.C. McLendon; V.V. Ozols; K.W. Jessing; K.H. Zavitz; E.H. Koo; T.E. Golde, 
“NSAIDs and enantiomers of flurbiprofen target gamma-secretase and lower Abeta 42 in vivo”. J. Clin. 
Invest., 2003, 112, 440-449. 
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Ibuprofen Sulindac Indomethacin Tarenflurbil 
Figure 11. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) 
Since the long-term use of NSAIDs has given some protection against AD, this 
led to a widespread study of NSAIDS against βA42 production. However, NSAID 
clinical trials failed indicating that the pharmacological protection against AD does not 
follow a general pattern.  
Table 4 shows some examples of γ-secretase modulators and their clinical trial 
states. 
Table 4. γ-Secretase modulators under clinical trials65 
Druga Structure 
Clinical 
Trial Phase 
Results 
CHF-5074 
[NTC01303744] 
 
II Not available 
NIC5-1572 
Pinitol 
[NTC00470418] 
 
II 
 No cleavage of             
γ-secretase-Notch 
substrate 
 Improvement of 
cognitive memory 
GSI-95373 
Begacestat 
[NCT00547560] 
 
I Not available 
a
 Name registration in Clinicaltrials.gov 
                                                            
72 (a) J. Pitt; M. Thorner; D. Brautigan; J. Larner; W.L. Klein, “Protection against the synaptic targeting 
and toxicity of Alzheimer’s associated Aβ oligomers by insulin mimetic chiro-inositols”. FASEB J., 
2013, 27, 199-2070. (b) B.H. Lee; C.C. Lee; S.C. Wu, “Ice plant (Mesembryanthenum crystallinum) 
improves rat model of streptozotocin-induced diabetes”. J. Sci. Food Agric., 2014, 94, 2266-2273. 
73 C.R. Hopkins, “ACS chemical neuroscience molecule spotlight on Begacestat (GSI-953)”. ACS Chem. 
Neurosci., 2012, 3, 3-4. 
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A.3. The α-secretase activation 
The α-secretase mediated proteolysis of APP is non-amyloidogenic and prevents βA 
formation.
69
 Upregulation of α-secretase activity can decrease βA formation and 
increase the production of sAPPα (soluble amyloid precursor protein alpha), which is 
potentially neuroprotective.
74
 On the other hand, the outcome of chronically 
upregulating α-secretase-mediated cleavage of other substrates is still undefined.61 In 
consequence, the development of α-secretase enhancers remains an innovative yet 
undisclosed alternative. 
Table 5 shows some compounds which have got the clinical trial phase.  
                                                            
74 F. Mangialasche; A. Solomon; B. Winblad; P. Mecocci; M. Kivipelto, “Alzheimer’s disease: Clinical 
trials and drug development”. Lancet Neurol., 2010, 9, 702-716. 
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Table 5. α-Secretase inhibitors under clinical trials65 
Druga Structure 
Clinical Trial 
Phase 
Results 
Acitretin75 
[NTC01078168] 
 
II 
In mild-to-
moderate AD 
patients displaying 
precognitive 
activity 
Epigallocatechin 
Gallate76 
(EGCG) 
[NTC00951834] 
 
II/III 
Evaluation of its 
efficacy in early 
steps of AD 
Bryostatin77 
[NCT00606164] 
 
II 
Evaluation of its 
safety in mild-to-
moderate AD 
patients 
EHT-0202 
Etazolate78 
[NCT00880412] 
 
II 
It is safe and in 
general well 
tolerable 
a
 Name registration in Clinicaltrials.gov 
                                                            
75 (a) K. Endres; F. Fahrenholz; J. Lotz; C. Hiemke; S. Teipel; K. Lieb; O. Tüscher; A. Fellgiebel, 
“Increased CSF APPs-α levels in patients with Alzheimer’s disease tretated with acitretin”. Neurology, 
2014, 83, 1930-1935. (b) D. Holthoewer; K. Endres; F. Schuck; C. Hiemke; U. Schmitt; F. Fahrenholz, 
“Acitretin an enhancer of alpha-secretase expression, crosses the blood-brain barrier and is not 
eliminated by P-glycoprotein”. Neurodegener. Dis., 2012, 10, 224-228. (c) F. Tippmann; J. Hundt; A. 
Schneider; K. Endres; F. Fahrenholz, “Up-regulation of the alpha-secretase ADAM10 by retinoic acid 
receptors and acitretin”. FASEB J., 2009, 23, 1643-1654. 
76 D.F. Obregon; K. Rezai-Zadeh; Y. Bai; N. Sun; H. Hou; J. Ehrhart; J. Zeng; T. Mori; G.W. Arenddash; 
D. Shytle; T. Rown; J. Tan, “ADAM10 activation is required for green tea (-)-epigallocatechin-3-
gallate-induced alpha-secretase cleavage of amyloid precursor protein”. J. Biol. Chem., 2006, 281, 
16419-16427. 
77 R. Etcheberrigarav; M. Tan; I. Dewachter; C. Kuipéri; I. van der Auwera; S. Wera; L. Qiao; B. Bank; 
T.J. Nelson; A.P. Kozikiwski; F. Van Leuven; D.L. Alkon, “Therapeutic effects of PKC activators in 
Alzheimer’s disease transgenic mice”. Prod. Natl. Acad. Sci., 2004, 101, 11141-11146. 
78 B. Vellas; O. Sol; P.J. Ousset; R. Haddad; M. Maurin; J.C. Lemarié; L. Désiré; M.P. Pando,“EHT0202 
in Alzheimer’s disease: A 3-month, randomized, placebo-controlled, double-blid study”. Curr. 
Alzheimer Res., 2011, 8, 203-212. 
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B. Amyloid anti-aggregating agents 
The great evidence of the neurotoxic activity of βA aggregates is the starting point for 
the scientific development of inhibitors of aggregation. Tramiprosate, the 
glycosaminoglycan 3-amino-1-propaneosulfonic acid (3-APS), is the only one amyloid 
aggregation inhibitor which has achieved the third phase of clinical trials.
79
 It binds to 
monomeric βA, preventing its oligomerization and aggregation.80 ELND005 or       
scyllo-inositol is another compound known for its anti-oligomerization properties. The 
compound effectively decreased insoluble βA and reversed cognitive decline in 
transgenic mice.
81
 Phase II clinical trials for ELND005 are currently ongoing 
(NCT01766336 and NCT01735630).
82
 
 
 
Tramiposate Scyllo-inositol 
Figure 12. Amyloid anti-aggregating agents 
2.3.3. Compounds which promote elimination of aggregates and amyloid 
deposits 
The third strategy of amyloidogenic pathway consists on promoting the elimination of 
aggregates and amyloid deposits.
83
 In this line, three different strategies have been 
tested. 
                                                            
79 (a) P.S. Aisen; S. Gautier; S.H. Ferris; D. Saumier; D. Haine; D. Garceau; A. Duong; J. Suhy; J. Oh; J. 
Sampali, “Tramiprosate in mild-to-moderate Alzheimer’s disease - a randomized, double-blind, 
placebo-controlled, multi-centre study (the Alphase Study)”. Arch. Med. Sci., 2011, 7, 102-111.          
(b) S. Gauthier; P.S. Aisen; S.H. Ferris; D. Saumier; A. Duong; D. Haine; D. Garceau; J. Suhy; J. Oh; 
W. Lau; J. Sampalis, “Effect of tramiprosate in patients with mild-to-moderate Alzheimer’s disease: 
Exploratory analyses of the MRI sub-group of the Alphase study”. J. Nutr. Health Aging, 2009, 13,    
550-557. 
80 T.M. Wright, “Tramiprosate”. Drugs Today (Barc), 2006, 42, 291-298. 
81 K.A. DaSilva; M.E. Brown; J.E. Cousins; R.V. Rappaport; I. Aubert; D. Westaway; M. JoAnne, 
“Scyllo-inositol (ELND005) ameliorates amyloid pathology in an aggressive mouse model of 
Alzheimer’s disease”. Alzheimer’s Demen. J. Alzheimer’s Assoc., 2009, 5, P425 
82 S. Salloway; R. Sperling; R. Keren; A.P. Porsteinsson; C.H. van Dyck; P.N. Tariot; S. Gilman; D. 
Arnold; S. Abushakra; C. Hernandez; G. Crans; E. Liang; G. Quinn; M. Bairu; A. Pastrak; J.M. 
Cedarbaum, “A phase 2 randomized trial of  ELND005, scylloinositol, in mild to moderate Alzheimer 
disease”. Neurology, 2011, 77, 1253-1262. 
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A. Activation of enzymes which are responsible for βA dessagregation83 
Aggregates and amyloid plaques are degraded by different proteases.
84
 The levels of βA 
degrading enzymes decrease in AD which may contribute to βA accumulation.84a,85 
Although many proteases inhibitors are available, the therapeutic benefit of the protease 
activators in AD is yet to be evaluated.
86
 Being a non-specific approach, use of protease 
inhibitors will require further evaluation. 
B. Modulation of βA transport from brain to peripheral circulation 
Apolipoproteins play important roles in βA metabolism and transport;87 though they do 
not cross the BBB, they regulate the movement of βA between the CNS and 
periphery.
88
 Apolipoprotein Eε4 (APOEε4) increases passage of βA from blood to 
brain.
89
 This transport is receptor mediated and the low-density lipoprotein receptor-
related protein (LRP) plays a central role in the process.
90
 With age, LRP expression 
decreases, contributing to prolonged βA stay in the brain.91 Peripheral administration of 
                                                            
83 R.J. Baranello; K.L. Bharani; V. Padmaraju; N. Chopra; D.K. Lahiri; N.H. Greig; M.A. Pappolla; K. 
Sambamurti, “Amyloid-beta protein clearance and degradation (ABCD) pathways and their role in 
Alzheimer’s disease”. Curr. Alzheimer Res., 2015, 12, 32-46. 
84 (a) N.N. Nalivaeva; L.R. Fisk; N.D. Belyaev; A.J. Turner, “Amyloid degrading enzymes as therapeutic 
targets in Alzheimer’s disease”. Curr. Alzheimer Res., 2008, 5, 212-224. (b) M. Higuchi; N. Iwata; T.C. 
Saido, “Understanding molecular mechanisms of proteolysis in Alzheimer’s disease: Progress toward 
therapeutic interventions”. Biochim. Biophys. Acta, 2005, 1751, 60-67. 
85 K. Yasojima; E.G. McGeer; P.L. McGeer, “Relationship between beta amyloid peptide generating 
molecules and neprilysin in Alzheimer disease and normal brain”. Brain Res., 2001, 919, 115-121. 
86 C. Cabrol; M.A. Huzarska; C. Dinolfo; M.C. Rodriguez; L. Reinstatler; J. Ni; L.A. Yeh; G.D. Cuny; 
R.L. Stein; D.J. Selkoe; M.A. Leissring, “Small-molecule activators of insulin-degrading enzyme 
discovered through high-throughput compound screening”. PLoS One, 2009, 4, e5274. 
87 J. Fan; J. Donkin; C. Wellington, “Greasing the wheels of Abeta clearance in Alzheimer’s disease: The 
role of lipids and apolipoprotein E”. Biofactors, 2009, 35, 239-248. 
88 M.J. Ladu; C. Reardon; L. Van Eldik; A.M. Fagan; G. Bu; D. Holtzman; G.S. Getz, “Lipoproteins in 
the central nervous system”. Ann. N. Y. Acad. Sci., 2000, 903, 167-175. 
89 C.L. Martel; J.B. Mackic; E. Matsubara; S. Governale; C. Miguel; W. Miao; J.G. McComb; B. 
Frangione; J. Ghiso; B.V. Zlokovic, “Isoform-specific effects of apolipoproteins E2, E3, and E4 on 
cerebral capillary sequestration and blood-brain barrier transport of circulating Alzheimer’s amyloid 
beta”. J. Neurochem., 1997, 69, 1995-2004. 
90 (a) R. Deane; A. Sagare; B.V. Zlokovic, “The role of the cell surface LRP and soluble LRP in blood 
brain barrier Abeta clearance in Alzheimer’s disease”. Curr. Pharm. Des., 2008, 14, 1601-1605.       
(b) B.V. Zlokovic, “Clearing amyloid through the blood-brain barrier”. J. Neurochem., 2004, 89,    
807-811. 
91 M. Shibata; S. Yamada; S.R. Kumar; M. Calero; J. Bading; B. Frangione; D.M. Holtzman; C.A. Miller; 
D.K. Strickland; J. Ghiso; B.V. Zlokovic, “Clearance of Alzheimer’s amyloid-β(1-40) peptide from 
brain by LDL receptorrelated protein-1 at the blood-brain barrier”. J. Clin. Invest., 2000, 106, 1489-
1499. 
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soluble LRP to increase βA efflux from brain has also been proposed as a potential 
treatment strategy in AD.
92
  
The receptor for advanced glycation end product (RAGE)
93
 is a multiligand 
receptor that binds βA with high affinity and facilitates the entry of βA into CNS; βA 
binds to RAGE at the BBB and contribute to increased CNS entry, inflammation and 
neuronal death.
94
 The expression of RAGE increases in AD.
95
 Compounds designed for 
inhibiting or modulating RAGE are the only ones which have achieved clinical 
development. For example, PF-0449470052
96
 had an acceptable safety profile in phase I 
clinical trials, but the phase II trial was a failure (NCT00566397). TTP4000 is currently 
in phase I clinical trial (NCT01548430). 
C. Specific anti-amyloid immunotherapy 
Immunotherapy is the third strategy focussed on improving βA clearance and it is the 
most studied with the aim of decreasing βA levels in AD. 
C.1. Active immunotherapy 
Active immunization with either βA42 (the predominant form of βA in AD) or other 
synthetic fragments has been successfully tested in animal models of AD. AN1792 was 
the first active vaccine tested in humans. It was used a full length aggregated amyloid 
peptide βA1-42. During the trial, about a 6% of subjects developed 
meningoencephalitis.
97
 To avoid the non-specific immune response that might arise due 
                                                            
92 A. Sagare; R. Deane; R.D. Bell; B. Johnson; K. Hamm; R. Pendu; A. Marky; P.J. Lenting; Z. Wu; T. 
Zarcone; A. Goate; K. Mayo; D. Perlmutter; M. Coma; Z. Zhong; B.V. Zlokovic, “Clearance of 
amyloid-beta by circulating lipoprotein receptors”. Nat. Med., 2007, 13, 1029-1031. 
93 R.J. Deane, “Is RAGE still a therapeutic target for Alzheimer’s disease?”. Future Med. Chem., 2012, 
4, 915-925. 
94 X. Chen; D.G. Walker; A.M. Schmidt; O. Arancio; L.F. Lue; S.D. Yan, “RAGE: A potential target for 
Abeta-mediated cellular perturbation in Alzheimer’s disease”. Curr. Mol. Med., 2007, 7, 735-742. 
95 L.F. Lue; D.G. Walker; L. Brachova; T.G: Beach; J. Rogers; A.M. Schmidt; D.M. Stern; S.D. Yan, 
“Involvement of microglial receptor for advanced glycation end products (RAGE) in Alzheimer’s 
disease: Identification of a cellular activation mechanism”. Exp. Neurol., 2001, 171, 29-45. 
96 (a) D. Galasko; J. Bell; J.Y. Mancuso; J.W. Kupiec; N.M. Sabbagh; C. Van Dyck; R.G. Thomas; P.S. 
Aisen; Alzheimer’s disease cooperative study, “Clinical trial of an inhibitor of RAGE-Aβ interactions 
in Alzheimer’s disease”. Neurology, 2014, 82, 1536-1542. (b) M.N. Sabbagh; A. Agro; J. Bell; P.S. 
Aisen; E. Schweizer; D. Galasko, “PF-04494700, an oral inhibitor of receptor for advanced glycation 
end products (RAGE), in Alzheimer’s disease”. Alzheimer Dis. Assoc. Disord., 2011, 25, 206-212. 
97 J.M. Orgogozo; J.F. Dartigues; S. Lafont; L. Letenneur; D. Commenges; R. Salamon; S. Renaud; M.B. 
Breteler, “Wine consumption and dementia in the elderly: A prospective community study in the 
Bordeaux area”. Rev. Neurol. (Paris), 1997, 153, 185-192. 
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to full length peptides, the second generation of vaccines were designed, using shorter 
segments of βA (βA1-6). CAD-106
98
 has six first amino acids as the immunogenic 
sequence (βA1-6). Its treatment did not cause adverse effects.
99
 The vaccine has been 
completed phase II clinical trials (NCT00956410 and NCT01097096). Another example 
of second generation vaccine is ACC-001 which is currently in phase II trials 
(NCT01284387, NCT 01227564, NCT00479557). 
C.2. Passive immunotherapy 
Passive immunotherapy consists on passive administration (via intravenous) with anti-
βA antibodies. Studies in transgenic animals have shown that this immunization reduces 
the neuronal amyloidogenic load and improves cognitive deficits.
100
 Four hypotheses, 
which are not exclusive between them, have been proposed to explain how antibodies 
mediate amyloid clearance (Figure 13).
30,45d 
Bapineuzumab is a humanized anti-βA monoclonal antibody directed against 
the N-terminus side of βA1-5.
101
 It was the first passive immunization therapeutic tried in 
AD, but the results from its phase II trial were inclusive.
102
 Solanezumab was the 
second humanized anti-βA antibody that entered trials in AD. It binds at the central part 
of βA12-28. Currently, it is performing phase III clinical trials (NCT00905372 and 
NCT00904683).
103 
                                                            
98 C. Wiessner; K.H. Wiederhold; A.C. Tissot; P. Frey; S. Danner; L.H. Jacobson; G.T. Jennings; R. 
Lüönd; R. Ortmann; J. Reichwald; M. Zurini; A. Mir; M.F. Bachmann; M. Staufenbiel, “The second-
generation active Aβ immunotherapy CAD106 reduces amyloid accumulation in APP transgenic mice 
while minimizing potential side effects”. J Neurosci., 2011, 31, 9323-9331. 
99 B. Winblad; N. Andreasen; L. Minthon; A. Floesser; G. Imbert; T. Dumortier; R.P. Maguire;               
K. Blennow; J. Lundmark; M. Staufenbiel; J.M. Orgogozo; A. Graf, “Safety, tolerability, and antibody 
response of active Abeta immunotherapy with CAD106 in patients with Alzheimer’s disease: 
Randomised, double-blind, placebo-controlled, first-in-human study”. Lancet Neurol., 2012, 11,         
597-604. 
100 F. Panza; V. Solfrizzi; B.P. Imbimbo; A. Santamato; G. Logroscino, “Amyloid-based immunotherapy 
for Alzheimer’s disease in the time of prevention trial: The way forward”. Expert. Rev. Clin. Immunol., 
2014, 10, 405-419. 
101 L.A. Miles; G.A.N. Crespi; L. Doughty; M.W. Parker, “Bapineuzumab captures the N-terminus of the 
Alzheimer’s disease amyloid-beta peptide in a helical conformation”. Scientific Reports, 2013, 3, 1302. 
102 S. Salloway; R. Sperling; N.C. Fox; K. Blennow; W. Klunk; M. Raskind; M. Sabbagh; L.S. Honig;  
A.P. Porsteinsson; S. Ferris; M. Reichert; N. Ketter; B. Nejadnik; V. Guenzler; M. Miloslavsky; D. 
Wang; Y. Lu; J. Lull; I.C. Tudor; E. Liu; M. Grundman; E. Yuen; R. Black; H.R. Brashear HR, “Two 
phase 3 trials of bapineuzumab in mild-to-moderate Alzheimer’s disease”. N. Engl. J. Med., 2014, 370, 
322-333. 
 
General introduction 
31 
 
a) Small amounts of amyloid-specific antibodies reach amyloid deposits in the brain and 
trigger a phagocytic response by microglia. b) Amyloid-specific antibodies reach 
amyloid deposits in the brain and resolve them directly through interaction of the 
antibody with the amyloid deposit. c) Amyloid-specific antibodies act as a peripheral 
sink for soluble species, leading ultimately to the resolution of brain deposits by 
pulling soluble βA into the periphery, where it is rapidly cleared. d) Amyloid-specific 
antibodies rapidly bind to oligomeric βA species, blocking their toxic effects without 
immediate impact on amyloid load.
 103
 
Figure 13. Models of antibody-mediated amyloid cascade
45d 
2.3.4. Tau-targeting therapy 
Different mechanistic approaches of tau-targeting therapies were tried, including 
reducing tau level itself, preventing tau hyperphosphorylation and inhibiting its 
aggregation.
104
 It has focused on preventing hyperphosphorylation of tau, earlier event 
that causes detachment of tau protein from microtubules. Kinases and phosphatases, 
responsible for tau phosphorylation, are the possible targets to achieve tau-aiming 
therapeutics, altering tau phosphorylation by modulating activity of the enzymes.
105
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Especially, glycogen synthase kinase (GSK-3β)106 inhibition is implicated in both βA 
and tau pathways and is greatly appreciated in AD therapeutic development. NP-12 or 
Tideglusib (Figure 14) has been recognised as an effective GSK-3β inhibitor and 
completed phase II clinical trial (NCT01350362).
107
 
 
 
NP-12 or Tideglusib structure Methylene blue (MTC) 
Figure 14. Tideglusib and methylene blue structures 
In addition to tau phosphorylation, several agents were also suggested to prevent 
tau aggregation. Methylthioninium chloride (methylene blue, MTC; Figure 14) was the 
first tau aggregation inhibitor discovered and it is in phase II of clinical trial 
(NTC01689246).
108
 Also, diverse possible candidates were suggested as tau aggregation 
inhibitors, including anthraquinones,
109
 aminothienopyridazines,
110
 polyphenols
111
 and 
phenothiazines
111
 (Figure 15). 
  
Anthraquinones109 Aminothienopyridazines110 
 
 
2,3,4-Trihydroxybenzophenone 
(Polyphenol)111 
Phenothiazines111 
Figure 15. Possible candidates as Tau aggregation inhibitors 
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3. Parkinson’s disease (PD) 109  110  111 
Parkinson’s disease (PD) is a ND characterized by both motor and non-motor 
manifestations. It is a chronic, progressive and ND that occurs mostly in elderly persons 
(affecting 1% of the population older than 60 years
112
) but that can appear in much 
younger patients. It is the second most common ND.
113
 
Symptoms of PD usually start on one side of the body and then affect both sides 
slowly. PD is characterised by bradykinesia (slowness of movement), rigidity, resting 
tremor and a wide variety of other symptoms causing a decline in initiation, speed and 
smoothness of movement.
114
 
The complexity of PD is accompanied by clinical challenges, including an 
inability to make a definitive diagnosis at the earliest stages of the disease and 
difficulties in the management of symptoms at later stages. Although there are not 
treatments which slow the neurodegenerative process, the current therapies can improve 
quality of life for many years. 
The prevalence of PD is expected to rise dramatically over the next 20 years as 
people age. Consequently, it will continue as an important health issue and strong 
economic issue due to its direct and indirect costs.
113
 The human and economic burden 
may prove to be substantial especially in developed nations where the average life 
expectancy are continuously increasing.
115
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3.1. History 
PD was first described in a medical context by the English physician James Parkinson. 
In 1817, he described the symptoms of six cases of paralysis agitans (shaking palsy in 
English) in his work “An Essay on the Shaking Palsy”.116 He described the 
characteristic resting tremor, abnormal posture and gait, paralysis and diminished 
muscle strength, and the way that the disease progresses over time. Several decades 
later, the term “Parkinson’s disease” was used for the first time by the French 
neurologist Jean-Martin Charcot.
117
 
3.2. Etiology and pathophysiology 
The unknown of the specific molecular events that provoke neurodegeneration in PD is 
the main obstacle in the development of neuroprotective drugs. The cause of sporadic 
PD is unknown, but the role of environmental toxins and genetic factors are considered 
as possible agents. The environmental factor proposes that neurodegeneration results 
from exposure to a dopaminergic neurotoxin. In theory, the progressive 
neurodegeneration of PD could be produced by chronic neurotoxin exposure or by 
limiting exposure initiating a self-perpetuating cascade of harmful events. The finding 
that people intoxicated with 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tretahydropyridine (MPTP, 
Figure 16) developed a syndrome very similar to PD,
118
 is an example of how an 
exogenous toxin can mimic the clinical and pathological features of PD. In fact, 
etiology and pathogenesis of PD derived from post-mortem tissue of neurotoxic animal 
models with MPTP-induced dopaminergic neurodegeneration.  
 
Figure 16. Structure of MPTP 
On the other hand, endogenous toxins may be also responsible for PD 
neurodegeneration. Distortions of normal metabolism might create toxic substances 
because of environmental exposures or inherited differences in metabolic pathways. 
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One source of endogenous toxins may be the normal metabolism of dopamine, which 
generates harmful ROS.
119
 Moreover, toxic isoquinoline derivatives to dopaminergic 
neurons have been recovered from PD brains.
120
 
The pathological hallmarks of PD consist on the loss of nigrostriatal 
dopaminergic neurons
121
 and the presence of intraneuronal protein cytoplasmatic 
inclusions, called “Lewy Bodies” (LBs)122 (Figure 17). The cell bodies of nigrostriatal 
dopaminergic neurons are in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and its loss 
produces the classic gross neuropathological finding of SNpc depigmentation       
(Figure 17B). 
 
a) Schematic representation of the 
normal nigrostriatal pathway (in red). It 
is composed of dopaminergic neurons 
whose cell bodies are located in the 
SNpc (see arrows). The photograph 
demonstrates the normal pigmentation 
of the SNpc, produced by neuromelanin 
within the dopaminergic neurons. 
b) Schematic representation of the 
diseased nigrostriatal pathway (in red). 
In PD, the nigroestriatal pathway 
degenerates. The photograph 
demonstrates depigmentation (i.e., loss 
of dark-brown pigment neuromelanin) 
of the SNpc due to the marked loss of 
dopaminergic neurons. 
 
c) Immunohistochemical labelling of 
intraneuronal inclusions, called Lewy 
bodies (LBs), in a SNpc dopaminergic 
neuron. 
Figure 17. Neuropathology of PD
123
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Although it is commonly thought that the neuropathology of PD is characterized 
solely by dopaminergic neuron loss, the neurodegeneration extends well beyond 
dopaminergic neurons.
124
 
Lewy pathology has been hypothesised to progress in a stereotype pattern over 
the course of PD. Braak et al.
125
 have proposed six stages, starting in the peripheral 
nervous system and progressively affecting the CNS. This model proposes temporal and 
spatial progression to explain the clinical course of PD. In general, stage 1 and 2 could 
correspond with onset of pre-motor symptoms; stage 3 would be when motor features 
present due to nigrostriatal dopamine deficiency, and stages 4-6 would occur with the 
non-motor symptoms of advanced disease. Lewy pathology has been hypothesised to be 
a biological marker for neurodegeneration in PD. However, PD pathology is much more 
complex than neurodegeneration due to Lewy pathology alone.  
First, α-synuclein forms a variety of different aggregate types: small dot-like or 
thread-like structures,
126
 presynaptic deposits,
127
 and soluble oligomers composed of      
2-100 α-synuclein monomers.128 These kinds of α-synuclein aggregates might play an 
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important part in neurodegeneration in PD; in particular, certain oligomeric forms of     
α-synuclein could be toxic to neurons.129  
Second, pathologies distinct from α-synuclein aggregates are often seen in the 
brains of patients with PD. For instance, βA plaques and tau-containing neurofibrillary 
tangles can be found in the brains of patients with PD at comparable amounts and 
distribution as in the brains of AD patients. Finally, with the identification and 
characterization of monogenic
130
 forms of PD, clinical PD has been found to occur 
without Lewy pathology.
131
  
All these observations suggest that alternate forms of α-synuclein aggregates 
other than LBs, as well as aggregates containing other protein, are important features of 
pathology in PD. Moreover, the presence of an active neuroinflammatory response in 
the brain has been long recognised, but somewhat overlooked in PD. Thus, 
neuroinflammation is another hallmark in PD pathology.
132
 
3.3. Clinical features 
PD clinical manifestations begin when dopamine concentrations in the striatum fall 
below 70% and more than the 50% of SNpc dopaminergic neurons have been lost.
133
 
The criteria for a clinical diagnosis of PD are: 
 The presence of two of the three classical motor features: rest tremor, rigidity 
and bradykinesia 
 Strong clinical response to Levodopa (L-dopa) 
 Absence of features suggestive of any other motor disorders 
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3.3.1. Motor features134 
 Rest tremor is the most obvious manifestation of PD, occurring in 
approximately 70% of patients. It occurs when patient is relaxed and is 
attenuated during voluntary movements. On average, the tremor spreads 
bilaterally 6 years after the onset of the symptoms and the side initially affected 
continues to have more tremor than the contralateral side.
135
 
 Rigidity occurs in 89-99% of patients with PD. It is characterised by an 
increased resistance to limb movements due to inflexibility of muscles. It 
responds better to L-dopa treatment than the other two classical motor features 
of PD. 
 Bradykinesia, or slowness of movements, is eventually seen in all patients, 
being the major cause of disability in PD. First, it manifests as a delay in the 
initiation of movement and is translated into decreased facial expression, 
hypersalivation, slowness in walking and a tendency to take small steps. 
3.3.2. Non-motor features136 
Generally, the appearance of some of these symptoms precedes the development of the 
classic motor effects (Figure 18). Non-motors symptoms are cognitive dysfunction, 
depression, anxiety, loss of sense of smell, muscle and joint pain, sleep disturbances and 
autonomic dysfunction, such as seborrheic dermatitis, urinary incontinence, 
constipation, altered sexual function and weight loss. Dementia is particularly prevalent, 
occurring in 83% of patients with PD who have had 20-years disease duration.
137
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EDS = Excessive daytime 
sleepiness 
MCI = Mild cognitive 
impairment 
RBD = REM sleep 
behaviour disorder. 
Diagnosis of PD occurs with the onset of motor symptoms (time 0 years) but can be 
preceded by a premotor phase, which is characterised by specific non-motor symptoms, of 
20 years or more. Additional non-motor features develop following diagnosis and with 
disease progression, causing clinically significant disability. Motor symptoms tend to occur 
in advanced disease. Long-term complications of dopaminergic therapy also contribute to 
disability. 
Figure 18. Clinical symptoms and time course of PD progression
138
 
3.4. Therapeutic strategies 
Although there is no cure, there are several options for the treatment of PD. Drugs such 
as Levodopa (L-dopa), COMT inhibitors (COMTIs), MAO-B inhibitors (MAOBIs), 
dopamine agonists, anticholinergic drugs, etc., slow down the progression of the disease 
but their side effects may exclude the use of the most effective dose or it requires 
another drug to counteract its effects. Surgery may also be used to manage the patients 
from severity or debilitating PD symptoms when drug therapy fails. The management of 
motor and non-motor complications remains particularly challenging and will benefit 
from further clinical research. 
Next pharmacological approaches are possible in PD (Figure 19): 
 Drugs which focus on compensating the dopamine loss in the brain (L-dopa, 
dopaminergic agonists) 
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 Drugs for inhibiting the catabolism of dopamine or for overcoming their side 
effects (enzyme inhibitors) 
 Drugs which do not act in the dopamine pathway: anticholinergic drugs, 
amantadine or 1-aminoadamantane (see page 46, Figure 25)  
 
Figure 19. Therapeutic strategies in PD
139
 
3.4.1. Dopaminergic therapies 
A. Levodopa 
Levodopa (L-dopa or L-3,4-dihydroxyphenylalanine, figure 20) is the most effective 
and non-invasive therapy for the treatment of PD, particularly for tremor and movement 
problems.
140
 It is a precursor of dopamine (decarboxilated L-dopa) that easily crosses 
BBB and enhances dopamine levels. It is decarboxylated to dopamine in the 
nigroestriatal pathway by dopa-decarboxylase. Peripheral dopamine receptors may be 
activated and therefore cause adverse side effects such as hypotension, nausea and 
vomiting. For that reason, L-dopa is only prescribed with the combination of other 
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drugs which are decarboxylase inhibitors, like carbidopa, which do not cross the BBB 
and therefore, selectively block conversion of L-dopa to dopamine outside the brain. 
This kind of drugs reduces side effects and increases the bioavailability of L-dopa in the 
brain. 
 
 
 
L-dopa Dopamine Carbidopa 
Figure 20. Structures of L-dopa, dopamine and carbidopa 
When L-dopa is administered orally, decarboxylation occurs rapidly and only a 
small portion of the drug goes into the brain unchanged. Thus, high dose of L-dopa is 
required for the desired effects. In addition, continuous dopaminergic stimulation to 
prevent or control levodopa-related motor fluctuation is associated with L-dopa 
dosing.
141
 Some studies have shown that majority of the patients experience motor 
fluctuation, diskynesia
142
 and some other complications after years of treatment. Since 
these side effects have been related to dose and duration of L-dopa, the addition of 
COMTIs and MAOBIs or dopamine agonists are used in the treatment. 
B. Dopaminergic agonists 
Dopamine agonists are being used as monotherapy in early PD or in combination with 
L-dopa in more advance stages. They are used as initial therapy for PD in young 
patients (<50 years old) to help delay L-dopa treatment. They work by stimulation of 
dopamine receptors. Nowadays, their used is wide and there are two kinds: 
 Ergoline compounds (Figure 21a) which are alkaloids, such as bromocriptine, 
pergolide, cabergoline and lisuride. 
 Non-ergoline compounds (Figure 21b) which are synthesised and more selective. 
Examples: Pramipexole, ropinirole, rotigotine, piribedil and apomorphine. 
 
                                                            
141 N. Simola; A. Pinna; S. Fenu, “Pharmacological therapy of Parkinson’s disease: Current options and 
new avenues”. Recent Pat. CNS Drug Discov., 2010, 5, 1–18. 
142 G. Porras; P. De Deurwaerdere; Q. Li; M. Marti; R. Morgenstern; R. Sohr; E. Bezard; M. Morari; 
W.G. Meissner, “L-dopa induced dyskinesia: Beyond an excessive dopamine tone in the striatum”. Sci. 
Rep., 2014, 4, 3730. 
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a) Ergoline compounds 
  
Bromocriptine Pergoline 
 
 
Cabergoline Lisuride 
b) Non-ergoline compounds 
 
 
 
 
 
Pramipexole Ropinirole Rotigotine Piribedil Apomorphine 
Figure 21. Dopaminergic agonists 
C. Enzymatic inhibition 
The aim is to prolong the effect of L-dopa by inhibition of enzymes which are involved 
in its catabolism (Figure 22): catechol-O-methyltransferase (COMT) and monoamine 
oxidase-B (MAO-B). Thus, two classes of drugs can limit the dose of L-dopa to be 
administered: COMT inhibitors (COMTIs) and MAO-B inhibitors (MAOBIs).
143
 
 
                                                            
143 R. Pahwa; S.A. Factor; K.E. Lyons, W.G. Ondo; G. Gronseth; H. Bronte-Stewart; M. Hallett; J. 
Miyasaki; J. Stevens; W.J. Weiner, “Practice parameter: Treatment of Parkinson disease with motor 
fluctuations and dyskinesia (an evidence-based review): Report of the Quality Standards Subcommittee 
of the American Academy of Neurology”. Neurology, 2006, 66, 983-995. 
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Figure 22. Mebabolism of L-dopa 
COMTIs are administered in combination with L-dopa. Entacapone and 
tolcapone (Figure 23) are the most commonly used for the treatment of PD. Addition of 
these inhibitors to L-dopa therapy results in a greater level of dopamine, prolonging 
duration of the therapeutic action and subsequent improvements in motor function. 
MAOBIs are usually administered in combination with L-dopa. They prevent 
the in vivo metabolism of dopamine and enhance its anti-parkinsonism effect. Besides, 
some studies have shown that MAOBIs possesses neuroprotective effects.
144
 The most 
commonly used MAOBIs for the treatment of PD are selegiline and rasagiline
145
 
(Figure 23). 
COMTIs  MAOBIs 
  
 
 
Entacapone Tolcapone Selegiline Rasagiline 
Figure 23. Enzimatic inhibitors used in PD 
                                                            
144 S. Eliash; N. Shteter; R. Eilam, “Neuroprotective effect of rasagiline, a monoamine oxidase-B 
inhibitor, on spontaneous cell degeneration in a rat model”. J. Neural. Transm., 2005, 112, 991-1003. 
145 F. Stocchi; J.M. Rabey, “Effect of rasagiline as adjunct therapy to levodopa on severity of OFF in 
Parkinson’s disease”. Eur. J. Neurol., 2011, 18, 73-1378. 
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3.4.2. Non-dopaminergic therapies 
Non-dopaminergic drugs provide satisfactory symptomatic relief in early phases of 
antiparkinson therapy.
146
 Although quite effective, these drugs cause cognitive 
impairment, dry mouth and urinary symptoms. 
A. Anti-cholinergic drugs 
Anti-cholinergic agents act by blocking ACh receptors and are the oldest treatments still 
in use for PD. They are useful in alleviation of resting tremor and rigidity.
147
 
The cholinesterase inhibitor rivastigmine is efficacious for the treatment of 
dementia in PD.
148
 Its effect in gait, balance and falls is currently being investigated.
149
 
Findings from a small trial of donepezil for treatment of falls support the hypothesis that 
a rise in cholinergic tone might improve postural stability in PD.
150
 
 
 
Rivastigmine Donepezil 
Figure 24. Structure of acetylcholine inhibitors 
                                                            
146 R. Zanettini; A. Antonini; G. Gatto; R. Gentile; S. Tesei; G. Pezzoli, “Valvular heart disease and the 
use of dopamine agonists for parkinson’s disease”. New Engl. J. Med., 2010, 356, 39-46. 
147 A. Yarnall; L. Rochester; D.J. Burn, “The interplay of cholinergic function, attention, and falls in 
Parkinson’s disease”. Mov. Disord., 2011, 26, 2496-2503. 
148 M. Emre; D. Aarsland; A. Albanese; E.J. Byrne; G. Deuschl; P.P. DeDeyn; F. Durif; J. Kulisevsky;    
T. Van Laar; A. Lees; W. Poewe; A. Robillard; N.M. Rosa; E. Wolters; P. Quarg; S. Tekin; R. Lane, 
“Rivastigmine for dementia associated with Parkinson’s disease”. N. Engl. J. Med., 2004, 351,      
2509-2518. 
149 E.J. Henderson; S.R. Lord; J.C. Close; A.D. Lawrence; A. Whone; Y. Ben-Shlomo, “The respond 
trial-rivastigmine to stabilise gait in Parkinson’s disease a phase II, randomised, double blind, placebo 
controlled trial to evaluate the effect of rivastigmine on gait in patients with Parkinson’s disease who 
have fallen”. BMC Neurol., 2013, 13, 188. 
150 K.A. Chung; B.M. Lobb; J.G. Nutt; F.B. Horak, “Effects of a central cholinesterase inhibitor on 
reducing falls in Parkinson disease”. Neurology, 2010, 75, 1263–1269. 
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B. Other treatments 
Amantadine (Figure 25) was first introduced as an antiviral agent for the treatment of 
influenza and its anti-parkisonian effects were discovered by serendipity. Currently, it is 
an antidyskinetic agent for the treatment of L-dopa-induced dyskinesias. Its mechanism 
of action is unknown, although it seems to facilitate the transmission of stimulating 
endogenous dopamine release and reducing its reuptake by the dopamine neurons, to 
inhibit the NMDA receptor and to have modest anticholinergic activity.
151
 
Clozapine (Figure 25) has effects on multiple neurotransmitter systems and can 
be effective in treating dyskinesia.
152
 Drugs with serotonergic
153
 or nicotinic
154
 
properties and drugs that inhibit glutamatergic signalling
155
 or adenosine A2A 
receptors
156
 are being tested as potential treatments for motor complications.
157
 
 
 
Amantadine Clozapine 
Figure 25. Structure of non-dopaminergic drugs5 
                                                            
151 R.L. Rodnitzky; N.S. Narayanan, “Amantadine's role in the treatment of levodopa-induced 
dyskinesia”. Neurology, 2014, 82, 288-289. 
152 S.H. Fox; R. Katzenschlager; S.Y. Lim; B. Ravina; K. Seppi; W. Poewe; O. Rascol; C.G. Goetz;        
C. SAmpaio, “The movement disorder society evidence-based medicine review update: Treatments for 
the motor symptoms of Parkinson’s disease”. Mov. Disord., 2011, 26, S2–S41. 
153 S.H. Fox; R. Chuang; J.M. Brotchie, “Serotonin and Parkinson’s Disease: On movement, mood, and 
madness”. Mov. Disord., 2009, 24, 1255-1266. 
154 M. Quik; J.M. Kulak, “Nicotine and nicotinic receptor; relevance to Parkinson’s disease”. Neurotox., 
2002, 23, 581-594. 
155 F. Blandini; J.T. Greenamyre, “Prospects of glutamate antagonists in the therapy of Parkinson's 
disease”. Fundam. Clin. Pharm., 1998, 12, 4-12. 
156 M.A. Schwarzschild; L. Agnati; K. Fuxe; J.F. Chen; M. Morelli, “Targeting adenosine A2A receptors 
in Parkinson's disease”. Trends in Neurosci., 2006, 29, 647-654. 
157 L.V. Kalia; J.M. Brotchie; S.H. Fox, “Novel nondopaminergic targets for motor features of  
Parkinson’s disease: Review of recent trials”. Mov. Disord., 2003, 28, 131-144. 
 
Chapter I 
46 
Surgical treatment (deep brain stimulation)
158
 is an option when the 
parkinsonian motor features continue to respond the L-dopa but motor fluctuations and 
dyskinesia become disabling. 
To sum up, Figure 26 illustrates mechanisms of action of available drugs for PD 
treatment.  
 
Available drugs to treat the motor symptoms of PD act on complex neurologic 
interactions in the striatum that affect motor activity. Domaninergic afferents from the 
SNpc, glutamatergic afferents from the cerebral cortex and thalamus and cholinergic striatal 
interneurons all converge to influence the activity of the main efferents neurons of the 
striatum. L-dopa is transported from the peripheral circulation across the BBB and is 
converted to dopamine. Outside the BBB, in the peripheral circulation, dopamine 
decarboxylase inhibitors (DDCIs) block the conversion of L-dopa to dopamine, and 
COMTIs block its degradation to 3-O-methyldopa (3-OMD). 
In the striatum, L-dopa, dopamine agonists and MAOBIs all have dopaminergic effects. 
Anticholinergic drugs and amantadine act on postsynaptic receptors for other 
neurotransmitters in the striatum. These neurotransmitters bind to and activate multiple 
different subtypes of receptors present on the various presypnatic afferents and postsynaptic 
efferents. 
Figure 26. Schematic illustration of neurologic pathways affected in PD and sites of 
action of drugs for the treatment of motor symptoms
159
 
 
                                                            
158 S.K.  Kalia; T. Sankar; A.M. Lozano, “Deep brain stimulation for Parkinson’s disease and other 
movement disorders”. Curr. Opin. Neurol., 2013, 26, 374-380. 
159 B.S. Connolly; A.E. Lang, “Pharmacological treatment of Parkinson’s disease”. JAMA, 2014, 311, 
1670-1683. 
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Therefore, the fact that the incidence of NDs increases as the population ages, 
linked to the fact that most of available treatments only controls their symptoms, make 
the drug discovery for NDs focus on the identification of new potential molecules which 
are able to delay the disease progression. 
Due to these reasons, new molecular entities with activities in the different 
pharmacological targets which are involved in AD and PD (the two more common 
NDs) have been synthesized in the present doctoral thesis 
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Este trabajo doctoral se ha centrado en la búsqueda de nuevas entidades moleculares 
que presenten actividad en alguna de las dianas terapéuticas tanto en la enfermedad de 
Alzheimer (EA) como en la enfermedad de Parkinson (EP). 
Concretamente, se llevará a cabo la síntesis y evaluación farmacológica de tres 
familias diferentes de compuestos: 
 Capítulo III. Se desarrollará un método de síntesis regio- y estereoselectivo de 
indanos trisustituídos vía doble reacción de Michael en secuencia tándem. Además, 
se evaluarán parte de los compuestos obtenidos frente a diferentes dianas 
farmacológicas relacionadas con la EA. Concretamente se determinará la capacidad 
de inhibición de las enzimas acetilcolinesterasa y β-secretasa; se valorará el efecto 
en la fibrilogénesis in vitro del β-amiloide (βA) y por último, se estudiará la 
capacidad de estos compuestos en la inhibición de la generación de radicales libres. 
 Capítulo IV. Se sintetizarán, de forma regioselectiva, terfenilquinonas empleando 
arilación directa de 2-aril-1,4-benzoquinas con ácidos arilborónicos bajo catálisis de 
Pd(II). Se determinará la capacidad de estos compuestos en la inhibición de la 
enzima β-secretasa y su efecto en la fibrilogénesis in vitro del βA, ambos procesos 
implicados en la EA. 
 Capítulo V. Se llevará a cabo la síntesis de potenciales antagonistas de los 
receptores de adenosina A2A (reconocido como diana terapéutica en la EP y 
extendible a la EA). Se trabajará sobre dos familias de compuestos: 
a) Familia de la Tic-guanidina. Se reproducirá la síntesis, desarrollada 
previamente en el laboratorio de la Dr. Melnyk, de ambos enantiómeros de 
la Tic-guanidina con el objetivo de evaluar la epimerización del proceso. 
b) Familia de las amino-imidazopiridinas. Con el objetivo de validar el interés 
del heterociclo de amino-imidazopiridina como potencial antagonista del 
receptor A2A, se llevará a cabo farmacomodulaciones sobre este núcleo 
central teniendo en cuenta las cadenas laterales de los compuestos 
ZM241385 y preladenant. Para ello se hará uso de la reacción de                       
Buchwald-Hartwig. 
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1. INTRODUCCIÓN  
1.1. Indanil-α-aminoácidos 
La importancia de péptidos y proteínas
1
 como agentes terapéuticos está ampliamente 
descrita.
2
 Sin embargo, y en algunos casos, su uso se ha visto reducido por su fácil 
degradación,
3
 escasa selectividad
4
 y gran flexibilidad conformacional.
5
 Por tanto, la 
                                                            
1 Centenares de artículos de revisión y capítulos de libros han sido publicados en el contexto de la 
importancia de péptidos y proteínas en diferentes procesos biológicos. Entre ellos cabe destacar la serie 
"Protein and Peptides Science"  publicada por Wiley y compuesta por los siguientes volúmenes: 1. J.J. 
Stephanos y W. Addison, Chemistry of Metalloproteins: Problems and Solutions in Bioinorganic 
Chemistry. 2014. 2. S.M. Doglia y M. Lotti, Protein Aggregation in Bacteria: Functional and Structural 
Properties of Inclusion Bodies in Bacterial Cells. 2014. 3. C. Orengo; A. Bateman y V. Uversky, Protein 
Families: Relating Protein Sequence, Structure and Function. 2014. 4. T. Grune; B. Catalgol; T. Jung; 
V. Uversky, Protein Oxidation and Aging. 2013.  5. R. Schweitzer-Stenner; V. Uversky, Peptide 
Folding, Misfolding and Nonfolding. 2012. 6. V. Uversky; S. Longhi, Flexible Viruses: Structural 
Disorder in Viral Proteins. 2012. 7. P. Devaux; A. Herrmann, Transmembrane Dynamics of Lipids. 
2011. 8. S.N. Witt; V. Uversky, Protein Chaperones and Protection from Neurodegenerative Diseases. 
2011. 9. E. Permvakov; R.H. Kretsinger, Calcium Binding Proteins. 2010. 10. M. Ramirez-Alvarado; 
J.W. Kelly; C.M. Dobson; Protein Misfolding Diseases: Current and Emerging Principles and 
Therapies. 2010. 11. V. Uversky; S. Longhi, Instrumental Analysis of Intrinsically Disorderes Proteins: 
Assessing Structure and Conformation. 2010. 12. E. Permvakov; Metalloproteomics. 2009.  
   Ciñéndonos a los aspectos fundamentales considerados de este trabajo, cabe citar las siguientes 
referencias recientes: (a) J. DeGeer; N. Lamarche-Vane, “Rho GTPases in neurodegeneration 
diseases”. Exp. Cell. Res., 2013, 319, 2384-2394. (b) A. Tedeschi; F. Bradke, “The DLK signalling 
pathway-a double-edged sword in neural development and regeneration”. EMBO Rep., 2013, 14, 605-
614. (c) A. Gómez-Palacio-Schjetnan; M.L. Escobar, "Neurotrophins and synaptic plasticity”. Curr. 
Top. Behav. Neurosci., 2013, 15, 117-136.  (d) P.M. Vidal; E. Lemmens; D. Dooley; S. Hendrix, 
"The role of "anti-inflammatory" cytokines in axon regeneration”. Cytokine Growth Factor Rev., 2013, 
24, 1-12. (e) A.P. Sagare; R.D. Bell; B.V. Zlokovic, “Neurovascular defects and faulty amyloid-β 
vascular clearance in Alzheimer's disease”. J. Alzheimers Dis., 2013, 33 Suppl 1, S87-100; y 
referencias citadas en estas publicaciones. 
2 Para revisiones recientes sobre esta cuestión, véase: (a) B. Cheng; H. Gong; H. Xiao; R.B. Petersen; L. 
Zheng; K. Huang, “Inhibiting toxic aggregation of amyloidogenic proteins: A therapeutic strategy for 
protein misfolding diseases”. Biochim. Biophys. Acta, General Subjects, 2013, 1830, 4860-4871. (b) 
J.C. David; P.F. David; L. Spiros; P. David, “The future of peptide-based drugs”. Chem. Bio. Drug. 
Des., 2013, 81, 136–147. (c) N.N. Nalivaeva; C. Beckett; N.D. Belyaev; A.J. Turner, "Are amyloid-
degrading enzymes viable therapeutic targets in Alzheimer's disease?”. J. Neurochem., 2012, 
120(Suppl. 1), 167-185. (d) B. Neddenriep; A. Calciano; D. Conti; E. Sauve; M. Paterson; E. Bruno; 
D.D. Moffet, "Short peptides as inhibitors of amyloid aggregation”.  Open Biotech.  J., 2011, 5, 39-46. 
(e) M.P. Ratnaparkhi; S.P. Chaudhari, V.A. Pandya, “Peptides and proteins in pharmaceuticals”. Int. J. 
Curr. Pharm. Res., 2011, 3, 1-9; y referencias citadas en estas publicaciones.  
3 (a) S. Mukaddam-Daher, “Natriuretic peptides as therapeutic targets”, Exp. Opin. Ther. Targets, 2012, 
10, 239-252. (b) J. Patel; R. Kothari; R. Tunga; N.M. Ritter; B.S. Tunga, “Stability considerations for 
biopharmaceuticals, part 1: Overview of protein and peptide degradation pathways”. BioProcess Int., 
2011, 9, 2-11. (c) M.F. Powell, “Peptide stability in drug development: In vitro peptide degradation in 
plasma and serum”, Annu. Rep. Med. Chem., 1993, 28, 285-294.  
4 (a) G.S. Wang en “Structural studies of antimicrobial peptides provide insight into their mechanism of 
action”. Antimicrobial Peptides: Discovery, Design and Novel Therapeutics Strategics. Ed.: G. Wang 
(University of Nebraska Medical Center). Capítulo 9. Ed. CABI. 2010. (b) E. Turk Benjamin; C. 
Cantley Lewis, “Peptide libraries: At the crossroads of proteomics and bioinformatics”, Drug Dicov. 
Today, 2004, 9(Suppl 2), S47-52. (c) W. Still; E. Clark; X. Wang; G. Li; A. Armstrong; J.I. Hong; S.K. 
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introducción de aminoácidos de origen no natural en las cadenas peptídicas constituye 
una práctica frecuente con el fin de eliminar estos inconvenientes.
5,6
 Estos péptidos 
modificados no sólo conservan la actividad biológica del producto original sino que 
pueden llegar a presentar actividades mejoradas.
7
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                              
Namgoong; R. Liu en “Experimental and theoretical studies of enantioselective receptors for 
peptides”. Molecular Recognition: Chemical and Biochemical Problems II. 171-182. Ed. Royal Society 
of Chemistry (Special Publication). 1992. 
5 Los péptidos son moléculas muy flexibles que en disolución adoptan un gran número de conformaciones 
distintas e intercambiables a través de un rápido equilibrio. Debido a ello, la mayoría de los péptidos 
naturales que presentan actividad biológica no pueden utilizarse con fines terapéuticos, ya que los 
distintos confórmeros pueden interaccionar con diferentes receptores, dando lugar a respuestas 
múltiples. Por ello, el uso de péptidos conformacionalmente restringidos favorece la interacción con una 
determinada diana terapéutica (limitando los efectos secundarios indeseables) y la estabilidad 
metabólica. Véase: J. Gante, “Peptidomimetics – tailores enzyme inhibitors”. Angew. Chem. Int. Ed. 
Engl., 1994, 33, 1699-1720. 
6 La restricción conformacional de péptidos produce un aumento de la selectividad que se traduce en una 
disminución de los efectos secundarios. Ello es debido a que se limita su interacción con los receptores 
diana, y se mejora su actividad al impedir la degradación enzimática en el interior del organismo. 
Véase: (a) J.H. Victor; C. Minying, “Design of peptide and peptidomimetic ligands with novel 
pharmacological activity profiles”. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 2013, 53, 557-580. (b) G. Andreas; 
K. Burkhard, "Peptidomimetics – A versatile route to biologically active compounds”. Eur. J. Org. 
Chem., 2009, 2009, 5099-5111. (c) A.F. Spatola en Methods in Neurosciences. P.M. Conn Ed, 
Academic Press, 1993, Vol 13, 19.  (d) A.F. Spatola en Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, 
Peptides and Proteins. P.M. Conn Ed, Academic Press, 1983, Vol VII, 267.  
7 (a) B. Ma; C. Yin; D. Yang; G. Lin, “Effect of structural modification on the 
gastrointestinal stability and hepatic metabolism of α-aminoxy peptides”. Amino Acids, 2012, 43,    
2073-2085. (b) L. Gentilucci; R. De Marco; L. Cerisoli, “Chemical modifications designed to improve 
peptide stability: Incorporation of non-natural amino acids, pseudo-peptide bonds, and cyclization”. 
Curr. Pharm. Des., 2010, 16, 3185-3203. (c) D.J. Craik; D. Adams, “Chemical modification of 
conotoxins to improve stability and activity”.  J. Chem. Biol., 2007, 2, 457-468. (d) B.D. Green; V.A. 
Gault; N. Irwin; M.H. Mooney; C.J. Bailey; P. Harriott; B. Greer; P.R. Flatt; F.P. O'Harte, 
“Metabolic stability, receptor binding, cAMP generation, insulin secretion and 
antihyperglycaemicactivity of novel N-terminal Glu9-substituted analogues of glucagon-like peptide-1”. 
Biol. Chem., 2003, 384, 1543-1551. (e) P.K Larsen; H. Bundgaard en A Textbok of Drug Design and 
Development. Ed. Harwood Academic Press, 1992. 
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Por otra parte, el esqueleto de indano es una subunidad estructural presente en 
muchos compuestos de importancia biológica.
8
 En relación con el concepto 
“peptidomimético”,5,9 la modificación, dentro de una secuencia peptídica, de algún 
aminoácido por un análogo indánico ha resultado con frecuencia de utilidad. Por 
ejemplo, la sustitución en ciertos péptidos de fenilalanina por 2-(2-indanil)glicinas trae 
consigo una mejora de sus propiedades como ligandos de los receptores metabotrópicos 
de glutamato (mGluRs).
10
 Además, cabe destacar que la modificación en los péptidos 
antagonistas de la bradicinina
11
 (Figura 1a) mediante la introducción de residuos de 
aminoácidos formados por indanilglicinas
12
 (Figura 1b) da lugar a análogos 
antagonistas de la bradicinina de gran eficacia. 
 
 
 
                                                            
8 (a) C.G. Cummings; A.D. Hamilton, “Disrupting protein-protein interactions with non-peptidic, small 
molecule α-helix mimetics”. Curr. Opin. Chem. Biol., 2010, 14, 341-346. (b) O. Bar-Am; O. Weinreb; 
T. Amit; M.B.H. Youdim, “The neuroprotective mechanism of 1-(R)-aminoindan, the major metabolite 
of the anti-parkinsonian drug rasagiline”. J. Neurochem., 2010, 112, 1131-1137. (c) D. Kuck, “Three-
dimensional hydrocarbon cores based on multiply fused cyclopentane and indane units: 
centropolyindanes”. Chem. Rev., 2006, 106, 4885-4925. (d) B. Hong; S. Sarshar, “Recent advances in 
the synthesis of indan systhem”. Org. Prep. Proc. Int.,1999, 31, 1-86. 
9 Peptidomimético se define como una sustancia que posee una estructura secundaria así como otros 
elementos estructurales análogos al péptido original, lo que permite reemplazarle en receptores y 
enzimas. Como consecuencia, los efectos del péptido original pueden ser inhibidos (antagonista, 
inhibidor) o incrementados (agonista). Los peptidomiméticos pueden contener aminoácidos no naturales 
u otros compuestos para estabilizar su estructura ó alterar su actividad biológica. Véase, por ejemplo: 
(a) V.J. Hruby; M. Cai, “Design of peptide and peptidomimetic ligands with novel pharmacological 
activity profiles”. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 2013, 53, 557-580. 
10 D. Ma; H. Tian; H. Sun; A.P. Kozikowski; S. Pshenichkin; J.T. Wroblewski, “Synthesis and biological 
activity of cyclic analogues of MPPG and MCPG as metabotropic glutamate receptor antagonist”. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 1997, 7, 1195-1198. 
11 (a) I. Guevara-Lora, “Kinin-mediated inflammation in neurodegenerative disorders”. Neurochem. Int., 
2012, 61, 72-78. (b) T.A. Viel; H.S. Buck, “Kallikrein-Kinin system mediated inflammation in 
Alzheimer's disease in vivo”.  Curr. Alzheimer Res., 2011, 8, 59-66. (c) M. Maurer; M. Bader; M. Bas; 
F. Bossi; M. Cicardi; M. Cugno; P. Howarth; A. Kaplan; G. Kojda; F. Leeb-Lundberg; J. Lötvall; M. 
Magerl, “New topics in bradykinin research”. Allergy, 2011, 66, 1397-1406. (d) K. Joseph; A.P. 
Kaplan, “Formation of bradykinin: A major contributor to the innate inflammatory response”. Adv. 
Immunol., 2005, 86, 159-208.  (e) F. Marceau; D. Regoli, “Bradykinin receptor ligands: Therapeutic 
perspectives”. Nat. Rev. Drug Discov., 2004, 3, 845-852. (f) M. Rocha E Silva; W.T. Beraldo; G. 
Rosenfeld, "Bradykinin, a hypotensie and smooth muscle stimulating factor released from plasma 
globulin by snake venoms and by trypsin". Am. J. Physiol., 1949, 156, 261-276. 
12 J.M. Stewart; E.T. Whalley, “Bradykinin antagonist peptides containing indane-substituted amino 
acids”, US Patent Number 5,648,336, 1997. La estereoquímica de los compuestos no se indica en dicha 
patente. 
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a) 
 
Bradicinina 
    b) 
  
  
 2-(2-Indanil)glicina N-(2-Indanil)glicina 2-(1-Indanil)glicina N-(1-Indanil)glicina 
Figura 1. a) Estructura de la Bradicinina. b) Estructura de algunas indanilglicinas
12 
1.2. Importancia de las 2-(1-indanil)glicinas 
Los compuestos con la estructura aminoindánica indicada en la Figura 2 presentan 
actividad agonista o antagonista hacia determinados mGluRs.
13
  
 
Figura 2. Estructura aminoindánica 
Cuando presentan actividad agonista, la interacción del compuesto con el 
receptor del aminoácido excitatorio mimetiza la respuesta de la interacción de este 
receptor con su ligando endógeno (ácido L-glutámico). Cuando el compuesto presenta 
actividad antagonista, su interacción con el receptor del aminoácido excitatorio bloquea 
o atenúa la respuesta de la interacción de su receptor con el ácido L-glutámico. 
Estos compuestos pueden tener, a través de su actividad moduladora de mGluRs, 
capacidad para tratar diversas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el 
Huntington, el Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica, y la retinopatía.  
                                                            
13 (a) In vitro pharmacology. Pharmacology Guide. Capítulo 2. GlaxoWellcome, 2007. Véase:  
   http://www.pdg.cnb.uam.es/cursos/BioInfo2002/pages/Farmac/Comput_Lab/Guia_Glaxo/index.html 
(b) E.R. Kandel; J.H. Schwartz; T.M Jessel en Principios de Neurociencia. Ed. McGraw-Hill. 2001. Si 
bien se trata de un texto muy general y de amplia utilidad, los capítulos 5, 8, 10, 12, 13, 15 y 16 son 
especialmente significativos en el contexto de esta Memoria. (b) T. Knöpfel; R. Kuhn; H. Allgeier, 
"Metabotropic glutamate receptor: Novel targets for drug development". J. Med. Chem., 1995, 38, 
1417-1426. 
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2. ANTECEDENTES DE SÍNTESIS 
A pesar de que la subestructura de indano representa una unidad constitutiva de muchos 
compuestos de interés biológico,
14
 terapéutico
15
 e industrial
16
 se han puesto a punto 
pocos procedimientos de síntesis que hayan sido publicados.
17
  
En el caso concreto de los aminoindanos (objetivo de esta parte de la Memoria), 
se pueden encontrar diferentes procedimientos, tanto para la síntesis de                          
2-(2-indanil)glicinas
18
 (Esquema 1), [cicloadiciones [2+2+2], cicloadiciones [4+2] y 
metátesis de eninos], como para la preparación de 2-(1-indanil)glicinas, generalmente 
                                                            
14 (a) A.H. Liu; D.Q. Liu; T.J. Liang; X.Q. Yu; M.T. Feng; L.G. Yao; Y. Fang; B. Wang; L.H. Feng; 
M.X. Zhang; S.C. Mao, "Caulerprenylols A and B, two rare antifungal prenylated para-xylenes fron the 
green alga Caulerpa racemosa". Bioorg. Med. Chem. Lett., 2013, 23, 2491-2494. (b) P.M. Sabale; M.P. 
Kakadiya; J.G. Dobariya, "Synthesis and anti-inflammatory activity of novel 1-amino-indane 
derivatives". Pharmagene, 2013, 1, 37-41. (c) S.A. Snyder; Z.G. Brill, "Structural revision and total 
synthesis of Carapherol B and C". Org. Lett., 2011, 13, 5524-5527. (d) S. Rizzo; M. Bartolini; L. 
Ceccarini; L. Piazzi; S. Gobbi; A. Cavalli; M. Recanatini; V. Andrisano; A. Rampa, "Targeting 
Alzheimer's disease: Novel indanone hybrids bearing a pharmacophoric fragment of AP2238". Bioorg. 
Med. Chem., 2010, 18, 1749-1760. (e) A. Kwiatkowska; M. Sleszynska; I. Derdowska; A. Prahl; D. 
Sobolewski; L. Borovicková; J. Slaninova; B. Lammek, "Novel analogues of arginine vasopresin 
containing α-2-indanylglycine enantiomers in position 2". J. Pept. Sci., 2010, 16, 15-20. (f) D. Abatis; 
C. Vagias; D. Galanakis; J.N. Norris; D. Moreau; C. Roussakisd; V. Roussisa, “Atomarianones A and 
B: Two cytotoxic meroditerpenes from the brown alga Taonia atomaria”. Tetrahedron Lett., 2005, 46, 
8525-8529. 
15 (a) H. Sheridan; N. Frankish, "Preparation of indane dimers for use in the treatment of autoimmune 
inflammatory disease", Patent Number WO 201301466 A1, 2013. 
 (b) U. Lange; W. Amberg; M. Ochse; B. Behl; F. Pohlki; C.W. Hutchins, "Preparation of tetraline and 
indane derivatives as GlyT1 inhibitors, pharmaceutical compositions containing them, and their use in 
therapy", Patent Number US 20120295881 A1, 2012. (c) D. Giles; R. Karki; F.R. Sheeba; D.P. 
Venkatesh; P.M. Gurubasavarajaswamy, "Heterocyclic indane-1,3-dione derivatives as topical anti-
inflammatory agents", J. Pharm. Sci. & Res., 2011, 3, 1253-1255. (d) P.D. Sainsbury; A.T. Kicman; 
R.P. Archer; L.A. Kinga; R.A. Braithwaitea, "Aminoindanes-the next wave of ´legal highs´?", Drug 
Test. Analysis, 2011, 3, 479-482.  (e) M.K. Delmedico, "Preparation of indane acetic acid derivatives 
for use in the treatment of psoriasis and Alzheimer disease", Patent Number WO 2010141696, 2010.  
16 (a) S. Betanzos-Lara; A. Habtemailam; P.J. Sadler, "Transfer hydrogenation reactions of 
photoactivatable N,N'-chelated ruthenium (II) arene complexes". J. Mex. Chem. Soc., 2013, 57,        
160-168. (b) H.R. Tan; H.F. Ng; J. Chang; J. Wang, "Highly enantioselective assembly of functionalized 
tetrahydroquinolines with creation of an all-carbon quaternary center". Chem. Eur. J., 2012, 18,       
3865-3870. (c) I.E. Nifantev; P.V. Ivchenko; V.V. Bagrov; Y. Okumura; M. Elder; A.V. Churakov, 
"Asymmetric ansa-Zirconocenes containing a 2-methyl-4-aryltetrahydroindacene fragment: Synthesis, 
structure, and catalytic activity in propylene polymerization and copolymerization”. Organometallics, 
2011, 30, 5744-5752.  
17 P. Merino. Science of Synthesis, Vol 45a. Siegel J. S. Ed.; Thiene: Shuttgard, 253, 2009, y referencias  
allí citadas.  
18S. Kotha; D. Goyal; A.S. Chavan, “Diversity-oriented approaches to unusual α-amino acids and 
peptides: Step economy, atom economy, redox economy and beyond”. J. Org. Chem., 2013, 78,     
12288-12313. 
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mediante hidrólisis en medio básico de hidantoínas.
19
 Éstas, a su vez, se obtienen a 
través de la reacción de Bucherer-Bergs,
19a,20
 mediante reacción de un compuesto 
carbonílico (o su correspondiente cianhidrina) con carbonato amónico o cianuro 
potásico (Esquema 2). 
 
Esquema 1. Diferentes aproximaciones para la síntesis de 2-(2-indanil)glicinas
18 
 
 
Esquema 2. Síntesis de 2-(1-indanil)glicinas
21 
Las adiciones tándem iniciadas por la adición conjugada de nucleófilos 
carbonados a determinados sistemas -insaturados permite la formación 
                                                            
19 (a) E. Ware, “The Chemistry of the Hydantoins”. Chem .Rev., 1950, 46, 403-407. (b) H.L. Wheeler; C. 
Hoffman, “On hydantoins: A synthesis of phenyl-alanine and of tyrosine”. Am. Chem. J., 1911, 45, 
368-383.  
20 H.T. Bucherer; W. Steiner, “Über reaktionen der α-oxy- u. α-aminonitrile, Synthese von Hydantoinen”. 
J. Prakt. Chem., 1934, 140, 291-316. 
21 K. Curry, “Novel aminoindanes”. Patent Number WO 01/02340 A2, 2001. 
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estereocontrolada de varios enlaces en una única operación (proceso one-pot).
22
 En 
concreto, empleando o-divinilbencenos como materiales de partida, se pueden obtener 
indanos 1,2,3-trisustituídos;
23
 de acuerdo con resultados previos descritos por nuestro 
grupo de investigación.
24
 En estos casos, se produce la formación regio y 
estereoselectiva de 1,2-dialquil-3-arilindanos mediante la secuencia tándem adición 
conjugada – reacción de Michael intramolecular, bajo catálisis metálica empleando 
Rh(I) o Pd(II)
24
 (Esquema 3). 
 
Esquema 3. Esquema de reacción aplicado a la síntesis regio- y estereocontrolada                              
de indanos 1,2,3-trisustituídos 
 
                                                            
22 (a) A.N. Alba; X. Campayó; M. Viciano; R. Ríos, “Organocatalytic domino reactions”.  Curr. Org. 
Chem., 2009, 13, 1432-1474. (b) D. Enders; C. Grondal; M.R.M. Hüttl, “Asymmetric organocatalytic 
domino reactions”. Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46¸ 1570-1581. (c) H.C. Guo; J.A. Ma, “Catalytic 
asymmetric tandem transformations triggered by conjugate additions”. Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 
45, 354-366.  
23 (a) A. Biswas; S.D. Sarkar; R. Fröhlich; A. Studer, “Highly stereoselective synthesis of                   
1,2,3-trisubstituted indanes via oxidative N-heterocyclic carbene – catalyzed cascades”. Org. Lett., 
2011, 13, 4966-4969. (b) S. Kirchberg; R. Fröhlich; A. Studer, “1,2,3-Trisubstituted indanes by highly 
diastereoselective palladium – catalyzed oxyarylation of indenes with arylboronic acid and nitroxides”. 
Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 6877-6880. (c) R. Yazaki; N. Kumagai; M. Shibasali, “Direct 
catalytic asymmetric conjugate addition of terminal alkynes to α,β-unsaturated thioamides”. J. Am. 
Chem. Soc., 2010, 132, 10275-10277. (d) E. Sánchez-Larios; M. Gravel; “Diastereoselective synthesis 
of indanes via domino Stetter – Michel reaction”. J. Org. Chem., 2009, 74, 7536-7539. (e) C. Navarro; 
A.G. Csákÿ, “Diastereoselective synthesis of 1,2,3-trisubstituted indanes via Rhodium(I) – catalyzed 
tandem conjugated additions”. Synthesis, 2009, 2009, 860-863. (f) A. Landa; A. Puente; J.A. Santos; S. 
Vera; M. Oiarbide; C. Palomo, “Catalytic conjugate additions of geminal bis(sulfones): Expanding the 
chemistry of sulfones as simple alkyl anion equivalents”. Chem – Eur. J., 2009, 15, 11954-11962.  
24 (a) C. Navarro en “Síntesis estereoselectiva de indanos mediante reacciones tándem adición  
conjugada – Michael intramolecular”. Nuevos métodos sintéticos basados en reacciones de adición 
conjugada. Capítulo I. Tesis Doctoral, UCM, Madrid, 2011. (b) C. Navarro; A.G. Csákÿ, 
“Stereoselective RhI-catalyzed tandem conjugate addition of boronic acids – Michael cyclization”. Org. 
Lett., 2008, 10, 217-219. 
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3. OBJETIVOS 
El objetivo principal del presente capítulo consiste en el estudio y desarrollo de un 
método de síntesis regio- y estereoselectivo de indanos 1,2,3-trisustituídos a partir de    
o-divilbencenos 1 vía doble reacción de Michael en secuencia tándem
25
 (Esquema 4). 
Ello permitirá la formación de los indanos trisustituídos 2, los cuales, si los 
sustituyentes R
3
 y R
4
 son adecuados, permitirán su transformación en las 
correspondientes indanilglicinas. De acuerdo con ello, la entidad nucleófila debe 
constituir una especie carbaniónica estabilizada y los sustituyentes R
3
 y R
4 
deben ser 
fácilmente transformables en restos amino y carboxilo.  
 
Esquema 4. Esquema de reacción para la síntesis regio- y estereocontrolada de                           
indanos trisustituídos 2 
En segundo lugar, se pretende conocer la actividad farmacológica de algunos de 
estos compuestos representativos frente a diferentes dianas terapéuticas de la EA.  
El estudio llevado a cabo comprende las siguientes etapas: 
                                                            
25 (a) X.M. Li; B. Wang; J. Zhang; M. Yang, “Asymmetric organocatalytic double-conjugate addition of 
malononitrile to dienones: Efficient synthesis of optically active cyclohexanones”. Org. Lett., 2011, 13, 
374-377. (b) B. Wu; G.G. Liu; M.Q. Li; Y.Z. Zhang; J.R. Qiu; X.P. Xu; S.J. Ji; X.W. Wang, “Efficient 
synthesis of optically active 4-nitro-cyclohezanones via bifunctionalthiourea-base catalyzed double-
Michael addition of nitromethane to dienones”. Chem. Comm., 2011, 47, 3992-3994 (c) A. Ma; D. Ma, 
“Enantioselective synthesis of polysubstituted cyclopentanones by organocatalytic double Michael 
addition reactions”. Org. Lett., 2010, 12, 3634-3637. (d) A.C. Silvanus; B.J. Groombridge; B.I. 
Andrews; G.K. Köhn; D.R. Carbery, “Stereoselective synthesis of cyclohexanones via phase transfer 
catalyzed double addition of nucleophiles to divinyl ketones”. J. Org. Chem., 2010, 75, 7491-7493. (e) 
H. Li; L. Zu; H. Xie; J. Wang; W. Jiang; W. Wang, “Enantioselective organocatalytic double Michael 
addition reactions”. Org. Lett., 2007, 9, 1833-1835. 
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A. Adición de nitroalcanos 3 a o-divilbencenos 1 
 
Esquema 5. Esquema de reacción de la adición de nitroalcanos 3 a o-divinilbencenos 1      
(El compuesto 5 se obtiene vía equilibrio de transenolización; véase pág. 64, Esquema 7) 
B. Adición de 2-difenilmetilenaminoacetato de etilo 6  a o-divilbencenos 1 
 
Esquema 6. Esquema de reacción de la adición de 2-difenilmetilenaminoacetato                 
de etilo 6 a o-divinilbencenos 1 
C. Evaluación farmacológica 
Se determinará la capacidad de inhibición de la actividad enzimática de 
acetilcolinesterasa (AChE) y de β-secretasa; la influencia en la fibrilogénesis in vitro del 
péptido βA y, por último, la capacidad de inhibición de la generación intracelular de 
radicales libres. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Síntesis química 
4.1.1. Adición de nitroalcanos 3 a o-divilbencenos 1 
El estudio se inició con la adición del nitroacetato de etilo 3a al compuesto 1a bajo 
condiciones PTC,
26
 obteniéndose una mezcla de compuestos 5a-I y 5a-II (Esquema 7). 
Este resultado se puede explicar considerando la existencia de un equilibrio de 
transenolización del enolato resultante de la adición de Michael de 3a a 1a                   
(intermedio I) con el enolato formado por desprotonación en posición α del nitroéster, 
dando lugar al intermedio II. La posterior adición intramolecular a la cetona α,β-
insaturada permite la obtención de la mezcla 5a-I y 5a-II con rendimientos del 18% y 
14% (producto aíslado) respectivamente. Ninguno de los ensayos de optimización del 
proceso, modificando diferentes parámetros experimentales, condujo a resultados 
reseñables.  
 
Esquema 7. Doble reacción de Michael en secuencia tándem bajo condiciones PTC.                
(a) Adición conjugada del nitroacetato 3a a 1a. (b) Equilibrio de transenolización.
27
                  
(c) Equilibrio conformacional. (d) Adición conjugada intramolecular del enolato, 
formado en el primer paso de la reacción, a la cetona α,β-no saturada 
                                                            
26 D.I.S.P. Resende; C.G. Oliva; A.M.S. Silva; F.A. Almeida Paz; J.A.S. Cavaleiro, “Domino 
multicomponent Michael-Michael-Aldol reactions under Phase-Transfer Catalysis: Diastereoselective 
synthesis of pentasubstituted cyclohexanes”. Synlett, 2010, 1, 115-118. 
27 El proceso de transenolización es lógico sin más que considerar el pKa del nitroacetato de etilo de valor 
5,8 y el de la acetofenona 18,4; J.P. Guthrie; J. Cossar; A. Klim, “pKa values for substituted 
acetophenones: Values determined by study of rates of halogenation”. Can. J. Chem., 1987, 65,      
2154-2159. 
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Para suprimir la formación del equilibrio de transenolización, la adición se llevó 
a cabo empleando el nitrometano (pKa 10) 3b. Ello permitió la obtención de los indanos 
trisustituídos "trans-trans"  8a-I y "cis-trans"  8a-II con rendimientos del 68% y 12% 
respectivamente.

 
 
Esquema 8. Doble reacción de Michael en secuencia tándem bajo condiciones PTC.               
(a) Adición conjugada del nitrometano 3b a 1a. (b) Adición conjugada intramolecular             
del enolato, formado en el primer paso de la reacción, a la cetona α,β-no saturada 
La elucidación de la estereoquímica relativa de ambos productos 8a-I y 8a-II  
resultantes se llevó a cabo con la ayuda de sus espectros de 
1
H-RMN, 
13
C-RMN, COSY 
y experimentos NOESY y NOE selectivos. Además, el resultado obtenido fue 
contrastado con la asignación para productos similares descritos hasta el momento en la 
bibliografía.
24
 
En primer lugar, y con ayuda de los correspondientes espectros COSY, se 
determinó la relación existente entre los protones 1, 2, 3, 1’ y 3’ (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            
  La terminología trans-trans y cis-trans hace referencia a la posición relativa de los grupos fenacilo y 
nitrometilo en posiciones 1 y 3 respecto al grupo benzoilo en posición 2.  
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A continuación, teniendo en cuenta la multiplicidad y las constantes de 
acoplamiento (Tabla 1) medidas en los espectros de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) 
juntamente con los experimentos NOESY y NOE(CDCl3, 300 MHz) realizados (Figura 
4a), se dedujo que, al menos en el caso del compuesto 8a-I, la disposición relativa de 
los sutituyentes era trans. Así, la saturación de la señal correspondiente a H2 produjo un 
incremento de las señales correspondiente a H1' y H3',3''. Por otra parte, la saturación de 
los protones H1' y H3',3'' se tradujo en el incremento de la señal correspondiente a H2.  
En el caso del diastereómero minoritario 8a-II, y mediante un experimento 
NOESY (CDCl3, 300 MHz) se asignó una estereoquímica trans entre H1 y H2 y cis 
entre H2 y H3. Así, tras la saturación de H1' se observó NOE en la señal correspondiente 
al protón H2, lo cual indicó su proximidad espacial. Por otra parte, H1’ presentó también 
NOE con la señal de los protones del metileno H3',3'' (Figura 4b). 
a) 
 
b) 
 
 8a-I  8a-II 
Figura 4. Esquema ilustrativo del efecto NOE (superior al 2%) en a) el diastereómero    
mayoritario 8a-I y b) el diastereómero minoritario 8a-II 
Se intentó llevar a cabo una optimización de los diferentes parámetros 
experimentales del proceso con objeto de mejorar la estereoselectividad de la reacción. 
Estas modificaciones afectaron al disolvente, la base y el catalizador PTC. 
 
Esquema 9. Esquema general de la adición conjugada de 3b a 1a en la que se              
muestran los parámetros de la optimización 
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Tabla 2. Efecto de la modificación del disolvente sobre la estereoselectividad de la 
reacción de 1a con 3b 
 
 
Nº de experimento Disolvente 8a-I (%)ª 8a-II (%)ª 
1 CH3CN 81 19 
2 EtOH 66 34 
3 iPrOH 72 28 
4 THF 84 16 
5 DCM 85 15 
6 CH3COCH3 84 16 
7 DMF 83 17 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna. 
Como se observa en la tabla, la modificación de la naturaleza del disolvente no 
influyó significativamente en la proporción relativa de los productos obtenidos, excepto 
para el caso de los disolventes polares próticos (entradas 2 y 3) en los que aumentó 
ligeramente la proporción del diastereómero minoritario "cis-trans" 8a-II. 
A continuación, se consideró la modificación de la naturaleza de la base 
utilizada empleando etanol y diclorometano como disolventes.  
Tabla 3. Efecto de la modificación de la base sobre la estereoselectividad de la reacción 
de 1a con 3b 
 
 
Nº de experimento Disolvente Base 8a-I (%)ª 8a-II (%)ª 
1 EtOH Cs2CO3 66 34 
2 EtOH Na2CO3 70 30 
3 EtOH Ba(OH)2 79 21 
4 EtOH K3PO4 64 36 
5 DCM Cs2CO3 85 15 
6 DCM Ba(OH)2  69 31 
7 DCM K3PO4 84 16 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
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Se observa en la Tabla que la naturaleza de la base trajo consigo modificaciones 
significativas que permitan incrementar convenientemente la estereoselectividad del 
proceso.  
Por último, se comparó el efecto de la modificación del agente PTC. Los 
resultados se resumen en la Tabla 4.  
Tabla 4. Efecto de la modificación del catalizador PTC sobre la estereoselectividad de 
la reacción de 1a con 3b 
 
 
Nº de experimento Disolvente Base Catalizador 8a-I (%)ª 8a-II (%)ª 
1 EtOH Cs2CO3 Bu4NBr 66 34 
2 EtOH Cs2CO3 TEBA 66 34 
3 EtOH K3PO4 Bu4NBr 64 36 
4 EtOH K3PO4 TEBA 57 43 
5 EtOH K3PO4 TMBA 80 20 
6 DCM Cs2CO3 Bu4NBr 85 15 
7 DCM Cs2CO3 TEBA 81 19 
8 DCM Cs2CO3 TMBA 80 20 
9 DCM K3PO4 Bu4NBr 84 16 
10 DCM K3PO4 TEBA 83 17 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
Desde una perspectiva global de los resultados, se observa que el diastereómero    
"trans-trans" 8a-I se puede obtener con una razonable selectividad, empleando como 
condiciones de reacción diclorometano como disolvente, carbonato de cesio como base 
y bromuro de tetrabutilamonio como catalizador orgánico. Por el contrario, el empleo de 
etanol como disolvente, fosfato potásico como base y bromuro de trietilbencilamonio 
(TEBA) como catalizador condujo a un incremento del diastereómero                        
"cis-trans" 8a-II. 
El siguiente paso fue evaluar la influencia de la sustitución de los                       
o-divilbencenos de partida 1, empleando como nucleófilo el nitrometano 3b y las 
condiciones de reacción anteriormente optimizadas para la obtención tanto del 
distereómero trans-trans (Tabla 4, entrada 4), como del cis-trans (Tabla 4, entrada 6). 
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Como se observa en la Tabla 5, la sustitución en el producto de partida 1 
presentó una marcada influencia y además, en ambos casos, se redujo 
considerablemente la selectividad encontrada en la reacción de 1a (Ph / Ph). 
Tabla 5. Efecto de la sustitución de los o-divinilbencenos de partida 1 empleando las 
condiciones de reacción optimizadas tanto del distereómero trans-trans 8-I, como del            
cis-trans 8-II (Tabla 4, entrada 6) 
 
Nº 
Exp.  
Condicionesc 
o-divinilbencenos 
8-I (%)ª 8-II (%)ª 8-III (%)ª 
1 R1 / R2 
1 A 1a Ph / Ph 8a-I 57 8a-II 43 8a-III ----- 
2 A 1b Me / Me 8b-I 76 8b-II 16 8b-III 8 
3b A 1c OMe / OMe 8c-I ----- 8c-II ----- 8c-III ----- 
4 A 1d Me / Ph 8d-I 72 8d-II ----- 8d-III 28 
5 B 1a Ph / Ph 8a-I 85 8a-II 15 8a-III ----- 
6 B 1b Me / Me 8b-I 48 8b-II 40 8b-III 12 
7b B 1c OMe / OMe 8c-I ----- 8c-II ----- 8c-III ----- 
8 B 1d Me / Ph 8d-I 72 8d-II ----- 8d-III 28 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
b
 En este caso la reacción no evolucionó. Tan sólo se recuperó el producto de partida 1c 
c
 Condiciones A = Condicionas óptimas para el diastereómero cis-trans 8-II: TEBA, K3PO4             
en EtOH 
Condiciones B = Condicionas óptimas del diastereómero trans-trans 8-I: Bu4NBr, Cs2CO3             
en DCM 
La elucidación de la estereoquímica relativa de 8d-III se llevó a cabo con la 
ayuda de sus espectros de 
1
H-RMN, 
13
C-RMN, COSY, HMQB, HMBC y experimentos 
NOESY y NOE selectivos.  
En primer lugar, se determinó la relación existente entre los protones de la 
molécula empleando su espectro COSY y la correlación C-H empleando los 
experimentos HMQC y HMBC (Tabla 6). Así, se determinó la regioquímica del 
proceso, de forma que el metilo correlacionaba con el carbono metilénico 
correspondiente a los protones H3',3''. 
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Figura 5. Región específica del espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) de 8d-III,                 
en la que aparecen los protones implicados en su elucidación estructural 
Tabla 6. 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz para 8d-II 
 Multiplicidad δ (ppm) COSY 
H1 m 4,54 - 4,67 H1'  y  H2 
H1' m 4,67 - 4,79 H1 
H2 m 4,45 - 4,32 H1  y  H3 
H3 m 4,23 - 4,32 H2, H3',3'' y CH3 
H3',3'' dd    dd 2,55   2,57 H3 
CH3 s 1,93 H3',3'' 
Los experimentos NOESY y NOE selectivo (CDCl3, 300 MHz) realizados 
(Figura 6) permitieron elucidar la disposición relativa cis entre los protones H1 - H2 y 
trans entre H2 - H3 ya que la saturación de la señal correspondiente a H3',3'' produjo un 
incremento de las señales correspondiente a H1 y H2. 
 
Figura 6. Esquema ilustrativo del efecto NOE (superior al 2%) en el diastereómero 8d-III 
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Por último, se ensayó el empleo de bases convencionales para llevar a cabo la 
adición del nitrometano 3b a 1a, compuesto que nos había proporcionado la mayor 
estereoselectividad. Se probaron distintas bases fuertes e impedidas estéricamente. Los 
resultados se recogen en la Tabla 7.  
Tabla 7. Doble reacción de Michael en secuencia tándem iniciada por la adición del 
nitrometano 3b a 1a, empleando diferentes bases 
 
 
Nº de experimento Base (eq) 8a-I : 8a-II b Rendimiento (%)ª 
1 tBuOK (1,25) 100 : 0 25 
2 LDA (1,0)   94 : 6 50 
3 LDA (1,5)   94 : 6 53,5 
4 BuLi (1,5) 100 : 0 32 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los H3’,3’’ cuyo desplazamiento químico son: δ = 3,38 y   
3,55 ppm para 8a-I  y δ = 3,03 y 3,14 ppm para 8a-II 
Finalmente, también se optimizó la adición del nitroetano 3c exclusivamente al          
o-divilbenceno 1a (Ph / Ph) con objeto de aumentar la selectividad al máximo en la 
obtención del diastereoisómero "trans-trans"  9a-I (Tabla 8). 
Tabla 8. Adición del nitroetano 3c al o-divinilbenceno 1a bajo condiciones PTC 
 
Nº de 
experimento 
Catalizador Base Disolvente 9a-I (%)ª 
Otros 
compuestos no 
elucidados (%)ª 
1 TEBA K3PO4 EtOH 55 45 
2 Bu4NBr Cs2CO3 DCM 81 19 
ª Rendimiento después del aislamiento por cromatografía en columna 
En ambas condiciones se obtuvo el diastereoisómero "trans-trans" 9a-I como 
compuesto mayoritario en ausencia del diastereoisómero "cis-trans" (como ocurría 
cuando la reacción se realizaba con el nitrometano 3b como nucleófilo). Se puede 
observar que en este caso se crea un cuarto centro estereogénico exocíclico.  
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El siguiente objetivo fue la búsqueda de condiciones experimentales que 
permitieran incrementar la estereoselectividad de la reacción. Para ello, en vista de los 
resultados expuestos en la Tabla 8, nos centramos exclusivamente en las condiciones de 
reacción de la entrada 2, es decir, en la utilización de bromuro de tetrabutilamonio como 
agente de transferencia de fase y cloruro de metileno como disolvente, modificando la 
naturaleza de la base. Esta modificación, aunque no mejoró la estereoselectividad de la 
reacción, sí mejoró el rendimiento (Tabla 9). 
Tabla 9. Efecto de la modificación de la base sobre la estereoselectividad de la reacción               
de 1a con 3c 
 
 
Nº de experimento Base 9a-I (%)ª 
Otros compuestos 
no elucidados (%)ª 
1 Cs2CO3 81 19 
2 K3PO4 83 17 
3 Ba(OH)2 87 13 
ª Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
En estas reacciones, se observó la presencia de dos distereómeros de 9a-I que ni 
se pudieron purificar ni se pudo calcular la proporción de cada uno de ellos debido a la 
complejidad de la masa de reacción obtenida. 
Por último, se ensayaron otras condiciones de reacción distintas a la PTC. En 
estos casos, si bien la estereoselectividad de la reacción no se modificó de manera 
apreciable, sí se observó una mejora en el rendimiento de la reacción al emplear LDA 
(Tabla 10). En este caso, se pudieron evaluar y separar los dos diastereómeros de 9a-I y 
asignarles su configuración relativa. 
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Tabla 10. Doble reacción de Michael en secuencia tándem iniciada por la adición del 
nitroetano 3c a 1a, empleando diferentes bases 
 
 
Nº de experimento Base 9a-I' : 9a-I'' b Rendimiento (%)ª 
1 tBuOK 37 : 63 20 
2 LDA 1   eq 
 
54 : 46 20 
3 LDA 1,5 eq 
 
57 : 43 43 
a  
Rendimiento después de aislamiento por cromatografía en columna 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los H1’ cuyo desplazamiento químico son:                           
δ = (4,97 - 5,07) ppm para 9a-I’  y δ = (5,09 - 5,19) ppm para 9a-I’’ 
La elucidación de la estereoquímica relativa de ambos productos 9a-I' y 9a-I''  
resultantes se determinó por difracción de rayos X (Figura 7). A partir del diagrama 
ORTEP se elucidó la configuración de los cuatro estereocentros existentes:                  
9a-I’ (1’R*, 1S*, 2R*, 3R*) y 9a-II’ (1’R*, 1R*, 2S*, 3S*). Hay que resaltar que en 
ambos diastereómeros el carbono exocíclico mantiene una estereoquímica (R). 
Adicionalmente se realizó un estudio de la estereoquímica, semejante a la de los 
compuestos anteriores, mediante resonancia magnética nuclear (Figura 8 y Tabla 11).  
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Teniendo en cuenta la multiplicidad y las constantes de acoplamiento (Tabla 11) 
medidas en los espectros de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz), se observó que, al menos en 
el caso del compuesto 9a-I', la disposición relativa de H2 respeto a H1 y H3 era la 
misma. Además, los experimentos NOESY y NOE selectivo (CDCl3, 300 MHz) 
realizados (Figura 9) permitieron confirmar la disposición relativa trans para los 
sustituyentes. Así, la saturación de la señal correspondiente a H2 produjo un incremento 
de las señales correspondiente a H1' y H3',3''. Por otra parte, la saturación del protón H3 se 
tradujo en el incremento de la señal correspondiente a H1.  
 
Figura 9. Esquema ilustrativo del efecto NOE (superior al 2 %)                                   
en el diastereómero 9a-I' 
En el caso del diastereómero 9a-I'', y mediante un experimento NOESY               
(CDCl3, 300 MHz) no se logró asignar la estereoquímica relativa entre los protones H2 y 
H1 y H3 respectivamente. Esto se debió al solapamiento en la misma región del espectro 
de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz), de los protones enumerados como 1 y 2. 
4.1.2.  Adición de 2-difenilmetilenaminoacetato de etilo 6 a o-divilbencenos 1 
La idea de sustituir los nitroalcanos 3 por el 2-difenilmetilenaminoacetato de etilo 6, 
surge con el propósito de evitar el equilibrio de transenolización observado                  
(Esquema 7). La acidez de los protones metilénicos del 2-difenilmetilenaminoacetato de 
etilo 6 disminuye considerablemente con respecto al nitroacetato de etilo 3a ya que el 
grupo nitro les transfiere una mayor acidez debido a su elevada capacidad 
electroaceptora (efecto inductivo –I y efecto resonante ó mesómero –M). Por otra parte, 
la hidrólisis del resto imino debería permitir la formación del correspondiente amino 
derivado. 
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La adición de 6 al o-divinilbenceno 1a, empleando condiciones de reacción 
similares a las utilizadas previamente para los nitroalcanos 3, permitió obtener el 
derivado indánico 7a como un único diastereómero (Tabla 12). Se observó que las 
condiciones óptimas de reacción entre 1a y 6, en términos de diastereoselectividad y 
rendimiento, se obtuvieron empleando LDA en THF (Tabla 12, entrada 4). 
Tabla 12. Doble reacción de Michael en secuencia tándem iniciada por la adición de 6 a 
1a empleando diferentes bases 
 
 
Nº de experimento Base 7a  (%)a 
1b Cs2CO3 52 
2b NaOH 54 
3c tBuOK 40 
4d LDA 66 
a  
Rendimiento aislado después de columna cromatográfica 
b
 Condiciones de reacción: 1a (1 eq), Bu4NBr (0,33 eq), base (1 eq), 6 (1 eq), DCM, TA, 24 h 
c
 Condiciones de reacción: i) 6 (1 eq), 
t
BuOK (1,1 eq), THF, -20ºC, 30 min; ii) 1a (1 eq), TA, 24 h 
d
 Condiciones de reacción: i) 6 (1 eq), LDA  (1,1 eq), THF, -78ºC, 30 min; ii) 1a (1 eq), TA, 24 h 
La asignación de la estereoquímica relativa en el único diastereómero obtenido 
7a se realizó por difracción de rayos X de monocristal y con ayuda de sus espectros de 
1
H-RMN, 
13
C-RMN, NOESY y NOE selectivos. 
A partir del diagrama ORTEP (Figura 10), se determinó la configuración relativa 
de la indanilglicina 7a como (1’S*, 1R*, 2S*, 3S*). 
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Figura 10. Diagrama ORTEP con un 20% de probabilidad. Los átomos de H                    
(excepto H1, H1', H2 y H3) han sido omitidos para mayor simplificación 
A partir de la multiplicidad y las constantes de acoplamiento (Tabla 13) medidas 
en los espectros de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz), se observó que en 7a, los protones H1 
y H3 tienen idéntica disposición relativa respecto a H2. Adicionalmente, se comprobó 
con experimentos NOE selectivo y NOESY (CDCl3, 300 MHz) que, al saturar a la 
frecuencia de la señal correspondiente a H2, las señales H1’ y H3,3' presentaron NOE 
intenso. Se observó un efecto similar sobre la señal H2 al saturar tanto la señal 
correspondiente a H1’ como la propia de H3,3'. Como consecuencia H1 y H3 deben 
encontrarse en disposición cis-relativa con respecto a H2 (Figura 12).   
 
 
(a)                                                                         (b) 
Figura 11. Región específica del espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) de 7a, en la 
que aparecen los protones implicados en su elucidación estructural 
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Tabla 13: 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz para 7a 
 Multiplicidad δ (ppm) COSY   J (Hz) 
H1 dd 4,34 H1'  y  H2  
3J1-2 5,0 
H2 t 4,77 H1  y  H3  
3J2-3 5,0 
H3 m 4,16 - 4,25 H2  y  H3',3''  
3J1-1' 3,3 
H1' d 4,55 H1  
3J3-3',3'' ---    7,1 
H3',3'' m    dd 3,47 - 3,65    3,83 H3  y CH2 (Et)  
3J3'-3'' 10,8 
 
 
Figura 12. Esquema ilustrativo del efecto NOE (superior al 2%) en 7a 
Una vez optimizadas las condiciones de reacción empleando 6 y 1a (Tabla 12), 
se obtuvieron diferentes ejemplos de indanilglicinas 7b-h a partir de los compuestos de 
partida 7b-h (Tabla 14). 
Tabla 14. Efecto de la sustitución de los o-divinilbencenos de partida 1 empleando las 
condiciones de reacción optimizadas (Tabla 12, entrada 4): 6, LDA, THF  
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Nº de 
experimento 
o-divilbenceno 
1  R1 / R2 
 
7  (%)a 
1 1a COPh / COPh 
 
7a  66 
2 1b COMe / COMe 
 
7b  64 
3 1c CO2Me / CO2Me 
 
7c  74 
4 1d COMe / COPh 
 
7d  68 
5 1e CO2Me / COMe 
 
7e  83 
6b 1f CO2Me / COPh 
 
----- 
7 1g CO2
tBu / COMe 
 
7g  38 
a  
Rendimiento aislado después de aislamiento por cromatografía en columna 
b
 Se obtiene una mezcla de reacción inseparable 
En los resultados se observa que en todos los casos se obtuvieron las 
indanilglicinas 7 como un único diastereoisómero. En el caso de los compuestos 1d-1g 
cabe la posibilidad de formación de dos posibles regioisómeros. Sin embargo, en los 
casos de 1e y 1g se obtuvo sólo el procedente del ataque del enolato sobre el resto 
carbonílico cetónico mientras que en el caso de 1f llegó a una mezcla intratable de 
reacción. El caso concreto de 1d se podría explicar debido a la diferente contribución al 
efecto inductivo que existe entre un metilo y un fenilo, siendo el primero ligeramente 
donador mientras que el fenilo puede actuar como electroaceptor. Ello puede provocar 
una disminución de la energía del LUMO de la subunidad CH=CHCOPh con respecto a 
la subunidad CH=CHCOMe, facilitando así el ataque sobre este último, de acuerdo con 
la regioselectividad observada. 
Los resultados estereoquímicos se pueden explicar (Figura 13) considerando la 
aproximación intramolecular del estado de transición cíclico formado por el quelato               
glicinato - litio a la parte α,β-insaturada de los compuestos 1, a través del intermedio 
anti I. Este paso define la estereoquímica relativa del centro estereogénico exocíclico. 
La estereoquímica observada en el anillo de indano 1,2-trans-2,3-trans en los 
compuestos 7, se debe a que el estado de transición propuesto presenta las menores 
interacciones estéricas en el proceso de cierre del anillo.  
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Figura 13. Mecanismo de reacción donde se muestra la aproximación intramolecular 
del estado de transición cíclico a la parte α,β-insaturada de 1, definiéndose la                                     
estereoquímica relativa del centro estereogénico exocíclico 
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4.2. Evaluación farmacológica 
En la Figura 14 se muestran las estructuras de los nitroindanos sintetizados que se 
evaluaron farmacológicamente. Se determinó su capacidad inhibitoria de la actividad 
enzimática de AChE y de β-secretasa, la capacidad inhibitoria de la agregación del 
péptido βA y de la generación intracelular de radicales libres y, su capacidad 
desagregante del péptido βA.  
   
5a-I 5a-II 8a-I 
   
8a-II 8b-I 9a-I’ 
Figura 14. Estructuras químicas de los compuestos evaluados farmacológicamente 
4.2.1. Determinación de la viabilidad celular 
En primer lugar se evaluó la citotoxicidad celular de los nitroindanos en la línea celular 
de neuroblastoma APPswe
28
 mediante la reducción mitocondrial de una sal de tetrazolio 
(MTT) a formazán.
29
 En la Tabla 15 se recogen los porcentajes de viabilidad celular 
resultantes del tratamiento de lás células con cada uno de los compuestos a una 
concentración final, en el medio de cultivo, de 10 μM. 
                                                            
28
 La línea celular APPswe, portadora de la mutuación sueca, fue donada por el Dr. Wihong Song 
(Departamento de Psiquiatría, Brain Research Center, University of British Columbia, 2255 Wesbrook 
Mall, Vancouver, BC, Canada V6T 1Z3). 
29
 La determinación de la viabilidad celular se encuentra descrita en la Parte Experimental Farmacológica 
del presente capítulo. 
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Tabla 15. Estudio de la citotoxicidad de los nitroindanos evaluados a una concentración 
final de 10 μM, en la línea celular APPswe 
Nitroindanos (10 μM) Viabilidad celular (%) 
5a-I 101,9 ± 3,1 
5a-II 101,6 ± 3,2 
8a-I      86,5 ± 2,6* 
8a-II   90,4 ± 1,4 
8b-I   93,7 ± 2,1 
9a-I   97,4 ± 1,4 
*p < 0,05 respecto de la viabilidad de las células control (no tratadas) 
4.2.2. Inhibición de la actividad de acetilcolinesterasa (AChE) 
La primera diana farmacológica en la que se ensayaron los compuestos en estudio fue la 
AChE. La actividad inhibitoria de AChE por parte de los nitroindanos (Tabla 16) se 
determinó mediante el método de Ellman
30
. Como control positivo se utilizó la 
galantamina
31
 cuya concentración inhibitoria 50 (CI50) se encuentra en 1,1 ± 0,1 µM. 
Tabla 16. Efecto de los nitroindanos, a concentración final de 10 μM, en la inhibición 
de AChE. 
Nitroindanos (10 μM) % Inhibición de AChE 
Galantamina     81,4 ± 0,3* 
5a-I     0,6 ± 1,2 
5a-II     6,4 ± 0,9 
8a-I     4,5 ± 5,0 
8a-II     19,7 ± 3,7* 
8b-I   14,3 ± 4,0 
9a-I     8,9 ± 2,4 
*p < 0,05 respecto de la reacción control (en ausencia de compuestos) 
Se encontró que todos los compuestos ensayados, a concentración de 10 µM, 
presentaban un porcentaje de inhibición de AChE muy por debajo del 50%. 
                                                            
30
 El Método de Ellman se encuentra descrito en el capítulo VI, de la presente memoria, correspondiente a 
la descripción de los métodos farmacológicos. 
31
 La galantamina es un inhibidor selectivo, competitivo y reversible de la enzima acetilcolinesterasa. Es 
un fármaco que se utiliza en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer con deterioro cognitivo leve 
a moderado. 
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4.2.3. Inhibición de la actividad β-secretasa 
La inhibición de β-secretasa podría traducirse in vivo en una disminución del proceso 
amiloidogénico.
32
 
La capacidad de los nitroindanos en la inhibición de la enzima β-secretasa 
(Figura 15) se determinó empleando como control positivo del ensayo la lawsona        
(2-hydroxy-1,4-naphtoquinone, L), cuya concentración inhibitoria 50 (CI50) se 
encuentra en 5,96 µM.
33
 
 
Figura 15. Efecto de los nitroindanos, a concentración final de 10 μM, en la inhibición 
de β-secretasa (*p < 0,05 respecto de la reacción control) 
Como se observa en la Figura 15, estos compuestos mostraron una inhibición 
por debajo del 50%, a una concentración final de 10 μM; siendo significativa en L, 5a-I, 
5a-II, 8a-I, 8a-II, y 8b-I (p < 0,05). 
4.2.4. Inhibición de la fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide 
Se evaluó cuantitativamente el comportamiento de los nitroindanos en el proceso de 
fibrilogénesis in vitro del péptido βA, a la concentración final de 10 μM.  
                                                            
32 L. McConlogue; M. Buttini; J.P. Anderson; E.F. Brigham; K.S. Chen; S.B. Freedman; D. Games; K. 
Johnson-Wood; M. Lee; M. Zeller; W. Liu;  R. Motter; S. Sinha, “Partial reduction of BACE1 has 
dramatic effects on Alzheimer plaque and synaptic pathology in APP Transgenic Mice”. J. Biol. Chem., 
2007, 282, 26326-26334. 
33 A. Ortega en “Resultados y discusión. Naftoquinonas”. Evaluación de la actividad neuroprotectora de 
quinonas y piridazinas. Capítulo 6. Tesis Doctoral, UCM, Madrid, 2015. 
 
Capítulo III 
88 
En la Figura 16 se muestran los efectos, tanto inhibitorios como desagregantes, 
de los compuestos en estudio junto con el control positivo utilizado, la                           
6-hidroxi-1,4-naftoquinona NQ, cuya CI50 de la agregación y CE50 de la desagregación 
de las fibras preformadas son, respectivamente, 2,75 y 6,70 μM. 
A excepción de los compuestos 8a-I, que no presentó ningún efecto en la 
inhibición de la agregación del péptido βA y 8b-I que no ejerció efecto ni en la 
inhibición de la agregación ni en la desagregación, se observó que en conjunto los    
nitroindanos actúan sobre la fibrilogénesis del péptido βA. Sin embargo, ninguno de 
ellos alcanzó el efecto ejercido por el control positivo, la 6-hidroxi-1,4-naftoquinona 
NQ (Figura 16). 
 
Figura 16. Efecto de los nitroindanos, a concentración final de 10 μM, en la 
fibrilogénesis del péptido βA (*p < 0,05 respecto de la reacción control) 
4.2.5. Inhibición de la generación intracelular de radicales libres 
Cómo se ha indicado anteriormente, el daño neuronal por ROS es un fenómeno que se 
produce en las enfermedades neurodegenerativas. Por tanto, compuestos con actividad 
antioxidante podrían ejercer un potencial efecto neuroprotector. 
En la línea celular APPswe se produjo toxicidad con peróxido de hidrógeno 
(H2O2) para evaluar el efecto neuroprotector de los nitroindanos en el daño celular 
producido.  
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En la Figura 17 se representa la inhibición de la generación intracelular de 
radicales libres que ejercen los nitro-derivados en la línea celular APPswe. 
  
Figura 17. Efecto de los nitroindanos, a concentración final de 10 y 1 μM,                          
en la inhibición de la generación de los radicales libres                                                        
(*p < 0,05 respecto de la reacción control) 
De los compuestos ensayados, 8b-I y, sobre todo, 5a-I y 9a-I’ mostraron 
actividad inhibidora de la generación de especies oxidantes como consecuencia de la 
exposición de las células APPswe al peróxido de hidrógeno. Sin embargo, los 
compuestos 8a-I y 8a-II mostraron un efecto contrario al deseado ya que se 
comportaron como pro-oxidantes. 
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5. CONCLUSIONES 
Se ha desarrollado un nuevo método sintético de indanos trisustituídos mediante adición 
conjugada de nitroalcanos 3 a o-divinilbencenos 1 seguido de ciclación de Michael bajo 
catálisis por transferencia de fase (PTC). 
Los resultados muestran la posibilidad de controlar la diastereoselectividad del 
proceso en función de los parámetros experimentales. Así, es posible obtener el 
diastereoisómero “trans-trans” 8a-I con una razonable selectividad (85%) empleando 
como condiciones de reacción DCM como disolvente, Cs2CO3 como base y bromuro de  
tetrabutilamonio como especie catalítica PTC.  
Adicionalmente, es posible controlar tanto la regioselectividad del proceso 
cuando se emplean materiales de partida no simétricos; como el centro esterogénico 
exocíclico cuando se emplea como nucleófilo el nitroetano 3c. 
Por otra parte, se ha empleado el proceso adición de Michael                      
intermolecular - adición de Michael intramolecular para la síntesis estereoselectiva de 
las indanilglicinas 7 (1’S*, 1R*, 2S*, 3S*). 
Del conjunto de las evaluaciones farmacológicas en las diferentes dianas 
terapéuticas de algunos de los nitroindanos sintetizados (5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y 
9a-I’) se observó que 5a-I y 9a-I’ presentan una significativa actividad antioxidante ya 
que actúan como inhibidores de la generación de radicales libres. 
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6. PARTE EXPERIMENTAL QUÍMICA  
6.1. Materiales y métodos generales 
Los reactivos cuyas síntesis no se describen en la presente Memoria son productos 
comerciales de las firmas Fluka, Aldrich ó Merck, y fueron utilizados sin previa 
purificación. Los disolventes utilizados como el dioxano, DCM ó THF fueron 
purificados según los procedimientos habituales.
34
 
La purificación de los crudos de reacción se llevó a cabo por cromatografía en 
columna, utilizando gel de sílice E. Merck 230-400 mesh y como eluyente el indicado 
en cada caso. Para la cromatografía en capa fina se utilizó gel de sílice Kiesegel       
60F-254, y los productos fueron detectados mediante irradiación UV (254 nm), y con 
disolución de vainillina ó de KMnO4. 
Los espectros de resonancia magnética nuclear de protón (
1
H-RMN) y de 
carbono (
13
C-RMN) se registraron  bien en un equipo Bruker DPX 300 MHz ó bien en 
un equipo Bruker DPX 300 MHz Bacs-60. En todos los casos se empleó CDCl3 como 
disolvente y tetrametilsilano o el propio disolvente deuterado como referencia interna. 
Con objeto de asignar las señales de 
1
H y 
13
C-RMN se realizaron experimentos   
DEPT-135, COSY-45, HMQC, HMBC y NOESY. Para mayor claridad en la 
asignación, se ha establecido una numeración arbitraria de los átomos de hidrógeno, la 
cual se especifica en cada caso. Los desplazamientos químicos (δ) se expresan en partes 
por millón (ppm), tomando como referencia la señal del CHCl3 a δ 7,27 ppm para el   
1
H-RMN y su señal central a 77,0 ppm para el 
13
C-RMN. Para indicar la multiplicidad 
de las señales se emplean las siguientes abreviaturas: s, singlete; d, duplete; t, triplete; q, 
cuadruplete; m, multiplete; dd, doblete de dobletes. 
Los puntos de fusión se midieron en un tubo capilar, utilizando un aparato 
Gallenkamp y están sin corregir.   
Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un aparato Perkin-Elmer 781 
en disolución de DCM como disolvente.  
Los análisis elementales se hicieron en un equipo Perkin-Elmer 2400 CHN en el 
Servicio de Microanálisis de la Universidad Complutense de Madrid.  
 
                                                            
34 W.L.F. Armarego; C.L.L. Chai en “Purification of laboratory chemicals”. Ed.: Butterworth-
Heinemann, 2003. 
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Los diagramas ORTEP de rayos X se registraron en un difractómetro de 
monocristal Bruker AXS modelo Smart 1000 CCD (ó con detector de área) para la 
adquisición de datos de monocristal y la representación de estructuras. La recogida de 
datos se realizó a temperatura ambiente, usando radiación de molibdeno                             
(λ = 0,71073 Ǻ). Los parámetros de red han sido determinados y refinados por mínimos 
cuadrados, usando todas las reflexiones. Los datos cristalográficos y algunos detalles 
del refinamiento se muestran en las correspondientes tablas, como se indica 
posteriormente. Estos análisis se han llevado a cabo en el Centro de Asistencia a la 
Investigación de Difracción de Rayos X de la Universidad Complutense de Madrid, por 
la Dra. María Rosario Torres Salvador. 
6.2. Síntesis de los productos de partida: o-divinilbencenos 1 
Los materiales de partida 1a, 1b, 1c, 1d y 1g se sintetizaron de acuerdo a la bibliografía 
existente.
25 
6.2.1.  (E, E)-3-[(3-Oxobutenil)fenil]acrilato de metilo, 1e 
 
C14H14O3 
P.M. = 230,09 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (93 – 95) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
Sobre una disolución de ftaldialdehido (1 eq, 2 g, 14,9 mmol) en THF anhidro           
(3,0 mL/mmol), a 60ºC, se adicionó gota a gota, durante 1 h, una disolución de 
trifenilfosforanilidenacetato de metilo (1,1 eq, 5,5 g, 16,4 mmol) en  THF anhidro      
(9,0 mL/mmol), y la mezcla se agitó a 60ºC durante 18 h. De igual manera, se adicionó 
la 1-trifenilfosforaniliden-2-propanona (1,1 eq, 5,22 g, 16,4 mmol) en  THF anhidro     
(5 mL/mmol), y la mezcla resultante se calentó a 60ºC durante 18 h. Una vez enfriada, 
se eliminó el disolvente a presión reducida. El producto obtenido se purificó por 
cromatografía en columna (Hexano/AcOEt = 70:30). 
Rendimiento 60%  
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1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,42 (s, 3H, CH3); 3,84 (s, 3H, OCH3); 6,36               
(d, 2H, J = 15,8 Hz, CH=CH-CO2Me); 6,63 (d, 2H, J = 16,1 Hz, CH=CH-COMe),    
7,34 – 7,45 (m, 2H, HAr); 7,54 – 7,63 (m, 2H, HAr); 7,87 (d, 2H, J = 15,8 Hz,    
CH=CH-CO2Me); 8,04 (d, 2H, J = 16,1 Hz, CH=CH-COMe). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) =  28,0 (CH3); 52,2 (CH3); 121,6          
(CH=CH-CO2Me); 127,7 (CHAr); 127,8 (CH=CH-COMe); 130,2 (CHAr); 130,3 
(CHAr); 130,4 (CHAr); 134,3 (CAr); 134,5 (CAr); 139,9 (CH=CH-COMe); 141,5 
(CH=CH-CO2Me); 167,1 (CO2Me); 198,2 (COMe).  
Análisis elemental 
Calculado C: 73,03;  H: 6,13 Encontrado C: 73,11;  H: 6,20 
6.2.2.  (E, E)-3-[3-Oxo-3-fenilpropenil)fenil]acrilato de metilo, 1f  
 
 
C19H16O3 
P.M. = 292,11 g/mol 
Aceite marrón 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,5 
 
Sobre una disolución ftaldialdehido (1 eq, 1 g, 7,5 mmol) en THF anhidro                   
(3,0 mL/mmol), a 60ºC, se adicionó gota a gota, durante 1 h, una disolución de 
trifenilfosforanilidenacetato de metilo (1,1 eq, 2,7 g, 8,2 mmol) en  THF anhidro        
(9,0 mL/mmol), y la mezcla se agitó a 60ºC durante 18 h. De igual manera, se adicionó 
el benzoilmetilentrifenilfosforano (1,1 eq, 3,1 g, 8,2 mmol) en  THF anhidro                 
(3 mL/mmol), y la mezcla resultante se calentó a 60ºC durante 18 h. Una vez enfriada, 
se eliminó el disolvente a presión reducida. El producto obtenido se purificó por 
cromatografía en columna (Hexano/AcOEt = 70:30).  
Rendimiento 40%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,83 (s, 3H, CH3O); 6,36 (d, 1H, J = 15,8 Hz, 
CH=CHCO2Me); 6,38 (d, 1H, J = 15,9 Hz, CH=CHCOPh); 7,38 – 7,62 (m, 7H, HAr); 
7,68 – 7,73 (m, 1H, HAr); 8,03 – 8,08 (m, 1H, HAr); 8,11 (d, 1H, J = 15,8 Hz, 
CH=CHCO2Me); 8,15 (d, 1H, J = 15,9 Hz, CH=CHCOPh). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 52,3 (CH3O); 121,9 (CH=CHCO2Me); 126,1 
(CH=CHCOPh); 128,0 (CHAr); 128,1 (CHAr); 128,4 (CHAr); 128,9 (2 CHAr); 129,1      
(2 CHAr); 130,5 (CHAr); 133,4 (CHAr); 134,6 (CAr); 135,1 (CAr); 138,2 (CAr); 141,7 
(CH=CHCOPh); 142,0 (CH=CHCO2Me); 167,2 (CO2Me); 190,2 (COPh). 
Análisis elemental 
Calculado C: 78,06;  H: 5,52 Encontrado C: 78,21;  H: 5,43 
6.3. Reacciones de adición de nitroalcanos 3 a o-divinilbencenos 1 
6.3.1. Procedimientos generales 
Método A 
Sobre una disolución del correspondiente o-divilbenceno de partida 1 (1 eq) en EtOH 
absoluto (3,4 mL/mmol) se adicionó el TEBA (0,3 eq), K3PO4 (1 eq) y el RCH2NO2 3      
(1 eq). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 24 h. Transcurrido el 
tiempo de reacción, se añadió H2O (5 mL) y se extrajo con DCM (3 x 5 mL). El 
conjunto de las fases orgánicas secaron sobre MgSO4, se filtraron y el disolvente fue 
evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por cromatografía en gel de 
sílice utilizando como eluyente mezclas de Hexano/AcOEt.  
Método B 
Sobre una disolución del correspondiente o-divilbenceno de partida 1 (1 eq) en DCM 
anhidro (3,4 mL/mmol) se adicionó el Bu4NBr (0,33 eq), Cs2CO3 (1 eq) y el      
RCH2NO2 3 (1 eq). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 24 h. 
Transcurrido el tiempo de reacción, se añadió H2O (5 mL) y se extrajo con DCM               
(3 x 5 mL). El conjunto de las fases orgánicas secaron sobre MgSO4, se filtraron y el 
disolvente fue evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por 
cromatografía en gel de sílice utilizando como eluyente mezclas de Hexano/AcOEt.  
Método C 
Bajo atmósfera inerte de Argon se preparó una disolución 1 M de 
t
BuOK (1,25 eq) en 
THF anhidro, se agitó durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
añadió una disolución 1 M de RCH2NO2 3 (1 eq) en THF anhidro a -20ºC y fue agitada 
durante 30 min a esa temperatura. Por último, una disolución 1 M del correspondiente  
o-divinilbenceno de partida 1 en THF anhidro se adicionó; se dejó aumentar la 
Síntesis de 2-(1-Indanil)glicinas a partir de o-divinilbencenos vía                                        
doble reacción de Michael en secuencia tándem 
95 
temperatura desde -20ºC hasta temperatura ambiente y la mezcla de reacción fue agitada 
a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado ese tiempo, se añadió H2O (10 mL), se 
separó la fase orgánica y la fase acuosa se extrajo con DCM (3 x 10 mL). Las fases 
orgánicas se lavaron con H2O, secaron sobre MgSO4, se filtraron y el disolvente fue 
evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por cromatografía en gel de 
sílice utilizando como eluyente mezclas Hexano/AcOEt. 
Método D 
Bajo atmósfera inerte de Argon se preparó a una disolución 1 M de BuLi (1,5 eq) en 
THF anhidro, se agitó durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
añadió una disolución 1 M de RCH2NO2 3 (1 eq) en THF anhidro a -78ºC y fue agitada 
durante 30 min a esa temperatura. Por último, una disolución 1 M del correspondiente 
o-divinilbenceno de partida 1 en THF anhidro se adicionó; se dejó a aumentar la 
temperatura desde -78ºC hasta temperatura ambiente y la mezcla de reacción fue agitada 
a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado ese tiempo, tras adición de HCl 0,5 N     
(10 mL), se separó la fase orgánica y la fase acuosa se extrajo con éter (3 x 10 mL). Las 
fases orgánicas se lavaron con H2O, secaron sobre MgSO4, se filtraron y el disolvente 
fue evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por cromatografía en gel 
de sílice utilizando como eluyente mezclas Hexano/AcOEt. 
Método E 
Sobre una disolución de 
i
Pr2NH (1,1 eq) en THF anhidro (1 mL/mmol) enfriada -78ºC y 
bajo atmósfera inerte de Argon, se adicionó el BuLi (disolución en hexano                        
1,6 M; 1,25 eq) y fue agitada durante 30 min. Se adicionó una disolución de RCH2NO2 
3 (1 eq ó 1,5 eq) en THF anhidro (1 mL/mmol) y la mezcla fue agitada durante 30 min a      
-78ºC. Una disolución del correspondiente o-divinilbenceno de partida 1 (1eq) en THF 
anhidro (1 mL/mmol), se adicionó; se dejó agitando durante 1 h a -78ºC, se aumentó la 
temperatura desde -78ºC hasta temperatura ambiente y la mezcla de reacción fue agitada 
a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado ese tiempo, tras adición de H2O (10 mL), 
se separó la fase orgánica y la fase acuosa se extrajo con DCM (3 x 10 mL). Las fases 
orgánicas se lavaron con H2O, secaron sobre MgSO4, se filtraron y el disolvente fue 
evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por cromatografía en gel de 
sílice utilizando como eluyente mezclas Hexano/AcOEt. 
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6.3.2. Datos experimentales 
A. (1S*, 3S*)-2-Nitro-1,3-bis(2-fenil-2-oxoetil)-2,3-dihidro-1H-indeno-2-carboxilato 
de etilo, 5a-I 
 
 
C28H25NO6 
P.M. = 471,12 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,6 
 
Rendimiento 18% (Se sintetizó empleando el método B).  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,26 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 3,20 - 3,43            
(m, 3H, H1’ ó H3’); 3,60 (dd, 1H, J = 2,4 y 17,8 Hz, H1’ ó H3’); 4,15 - 4,37                   
(m, 2H, CH2, Et); 5,02 (dd, 1H, J = 4,4 y 8,7 Hz, H1 ó H3); 5,09 - 5,16                        
(m, 1H, H1 ó H3); 6,95 – 7,00 (m, 1H, HAr); 7,10 - 7,24 (m, 3H, HAr); 7,44 - 7,55       
(m, 4H, HAr); 7,56 – 7,66 (m, 2H, HAr); 7,90 - 7,97 (m, 2H, HAr); 8,01 - 8,07              
(m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 14,3 (CH3, Et); 39,6 (CH2-1' ó 3'); 40,5   
(CH2-1' ó 3'); 45,8 (CH-1 ó 3); 46,3 (CH-1 ó 3); 63,7 (CH2, Et); 105,2 (C2);              
124,5 (CHAr); 124,7 (CHAr); 128,5 (2 CHAr); 128,6 (2 CHAr); 128,7 (2 CHAr); 129,2     
(2 CHAr); 129,2 (2 CHAr); 134,0 (2 CHAr); 136,8 (CAr); 136,9 (CAr); 139,8 (C4 ó C5); 
142,2 (C4 ó C5); 165,6 (CO2); 196,6 (C=O); 197.3 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2924, 2588, 1746, 1687, 1597, 1551, 1451, 1366, 1296, 1237, 
1095, 999, 751, 690. 
Análisis elemental 
Calculado C: 71,33;  H: 5,34 Encontrado C: 71,28;  H: 5,30 
B. 2-Nitro-1,3(S*, R*)-bis-(2-oxo-2-feniletil)-indan-2-acetato de etilo, 5a-II 
 
 
C28H25NO6 
P.M. = 471,17 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,6 
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Rendimiento 14% (Se sintetizó empleando el método B).  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,24 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3, Et); 3,49                     
(dd, 2H, J = 8,8 y 18,2 Hz, H1’ ó H3’); 3,71 (dd, 2H, J = 2,3 y 18,2 Hz, H1’ ó H3’); 4,33              
(q, 2H, J = 7,2 Hz, CH2, Et); 4,87 - 4,95 (m, 2H, H1 y H3); 6,9 - 7,0 (m, 2H, HAr);      
7,1 - 7,2 (m, 2H, HAr); 7,3 - 7,5 (m, 1H, HAr); 7,5 - 7,6 (m, 3H, HAr); 7,6 - 7,8            
(m, 2H, HAr); 7,8 - 7,85 (m, 1H, HAr); 8,0 - 8,1 (m, 3H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) =  14,1 (CH3, Et); 40,0 (2 CH2-1' y 3'); 46,5               
(2CH-1' y 3'); 63,7 (CH2,Et); 106,1 (C2); 123,3 (CHAr); 128,3 (CHAr); 128,7 (4 CHAr); 
129,2 (4 CHAr); 130,4 (CHAr); 131,2 (CHAr); 133,4 (CHAr); 134,1(CHAr); 136,7 (CAr); 
141,1 (C-4 y 5); 165,5 (CO2); 197,3 (2C=O). 
Análisis elemental 
Calculado C: 71,33;  H: 5,34 Encontrado C: 71,31;  H: 5,27 
C. (1S*, 2S*, 3R*)-2-(2-Benzoil-3-nitrometil-indan-1-il]-1-feniletanona, 8a-I 
 
 
C25H21NO4 
P.M. = 399,15 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 57 Método B 85 Método C 25 Método D 32 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,38 (dd, 1H, J = 7,1 y 17,6 Hz, H3'); 3,55                
(dd, 1H, J = 5,5 y 17,6 Hz, H3'); 4,14 – 4,22 (m, 1H, H3); 4,28 (t, 1H, J = 6,7 Hz, H2);            
4,34 – 4,42 (m, 1H, H1); 4,78 (d, 2H, J = 6,1 Hz, H1'); 7,17 – 7,31 (m, 4H, HAr);       
7,39 – 7,49 (m, 4H, HAr); 7,53 – 7,61 (m, 2H, HAr); 7,81 – 7,87 (m, 2H, HAr);            
7,92 – 7,98 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) =  43,9 (CH2-3'); 44,6 (CH-3); 47,0 (CH-1); 
55,5 (CH-2); 78,4 (CH2-1'); 123,8 (CHAr); 127,9 (CHAr); 128,0 (2 CHAr); 128,6 (2 
CHAr); 128,6 (CHAr); 128,7 (2 CHAr); 128,9 (2 CHAr); 133,4 (CHAr); 133,5 (CHAr); 
136,7 (CAr); 137,1 (CAr); 139,2 (C5); 142,2 (CHAr); 144,4 (C4); 198,0 (CH2COPh); 
200,7 (COPh). 
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Análisis elemental 
Calculado C: 75,17;  H: 5,30 Encontrado C: 75,35;  H: 5,53 
D. (1R*, 2S*, 3R*)-2-(2-Benzoil-3-nitrometilindan-1-il)-1-feniletanona, 8a-II 
 
 
C25H21NO4 
P.M. = 399,15 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 80:20) = 0,2 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 43 Método B 15 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,03 (dd, 1H, J = 5,7 y 17,5 Hz, H3'); 3,14                
(dd, 1H, J = 8,0 y 17,4 Hz, H3'); 4,45 – 4,54 (m, 1H, H3); 4,56 – 4,63 (m, 1H, H2);    
4,64 – 4,71 (m, 1H, H1); 4,73 – 4,79 (m, 2H, H1'); 7,24 – 7,28 (m, 2H, HAr); 7,32 – 7,40 
(m, 2H, HAr); 7,46 – 7,53 (m, 4H, HAr); 7,57 – 7,65 (m, 2H, HAr); 7,68 – 7,74             
(m, 2H, HAr); 7,99 – 8,05 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 39,2 (CH2-3'); 41,1 (CH-3); 42,8 (CH-1); 53,4       
(CH-2); 76,3 (CH2-1'); 122,5 (CHAr); 124,2 (CHAr); 126,9 (2 CHAr); 127,4 (2 CHAr); 
127,4 (2 CHAr); 127,5 (2 CHAr); 128,0 (2 CHAr); 132,2 (CHAr); 132,8 (CHAr); 135,4 
(CAr); 135,7 (CAr); 138,1 (C5); 143,7 (C4); 196,7 (CH2COPh); 198,0 (COPh). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2960, 2922, 2854, 168, 1552, 1450, 1373, 1259, 1230, 1083, 
1020, 799, 754, 692. 
Análisis elemental 
Calculado C: 75,17;  H: 5,30 Encontrado C: 75,28;  H: 5,43 
E. (1R*, 2S*, 3S*)-1-(2-Acetil-3-nitrometilindan-1-il)propan-2-ona, 8b-I 
 
 
C15H17NO4 
P.M. = 275,12 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
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Rendimiento (%) 
Método A 76 Método B 48 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,22 (s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,35                          
(s, 3H, CH3, COCH3); 2,82 (dd, 1H, J = 8,1 y 18,1 H3'); 2,98 – 3,11 (m, 2H, H2 y H3');          
3,85 – 3,94 (m, 1H, H3); 4,18 – 4,27 (m, 1H, H1); 4,59 (dd, 1H, J = 8,3 y 12,9 Hz, H1'); 
4,77 (dd, 1H, J = 5,2 y 12,9 Hz, H1'); 7,12 - 7,21 (m, 2H, HAr); 7,23 - 7,33                  
(m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28,9 (CH3, COCH3); 30,4 (CH3, CH2COCH3); 
42,7 (CH-1); 45,6 (CH-3); 49,9 (CH2-3'); 61,7 (CH-2); 79,2 (CH-1'); 123,9 (CHAr); 
124,14 (CHAr); 128,0 (CHAr); 128,7 (CHAr); 139,0 (CAr); 144,0 (CAr); 206,7            
(CO, COCH3); 207,9 (CO, CH2COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2923, 2855, 1766, 1711, 1550, 1425, 1365, 1260, 1218, 1164, 
1059, 1022, 801, 759. 
Análisis elemental 
Calculado C: 65,44;  H: 6,22 Encontrado C: 65,31;  H: 6,09 
F. (1R*, 2S*, 3R*)-1-(2-Acetil-3-nitrometilindan-1-il)propan-2-ona, 8b-II 
 
 
C15H17NO4 
P.M. = 275,12 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 16 Método B 40 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,08 (s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,28                           
(s, 3H, CH3, COCH3); 2,53 (dd, 1H, J = 5,7 y 18,4, H3'); 2,79 (dd, 1H, J = 8,2 y        
18,4 Hz, H3'); 3,66 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H2); 4,09 – 4,18 (m, 1H, H3); 4,24 – 4,33         
(m, 1H, H1); 4,54 (dd, 1H, J = 7,7 y 12,1 Hz, H1'); 4,74 (dd, 1H, J = 5,2 y 12,1 Hz, H1');  
7,13 – 7,21 (m, 2H, HAr); 7,23 – 7,28 (m, 2H, HAr). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 30,5 (CH3, CH2COCH3); 31,3 (CH3, COCH3); 
40,9 (CH-3); 44,0 (CH-1); 45,5 (CH2-3'); 58,9 (CH-2); 77,6 (CH2-1'); 123,6 (CHAr); 
124,4 (CHAr); 127,9 (CHAr); 128,7 (CHAr); 138,8 (CAr); 144,6 (CAr); 206,9              
(CO, CH2COCH3); 208,5 (CO, COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2923, 2854, 1712, 1552, 1461, 1371, 1260, 1167, 1080, 1025, 
969, 800, 758, 679 
Análisis elemental 
Calculado C: 65,44;  H: 6,22 Encontrado C: 65,37;  H: 6,15 
G. (1S*, 2S*, 3S*)-1-(2-Acetil-3-nitrometilindan-1-il)propan-2-ona, 8b-III 
 
 
C15H17NO4 
P.M. = 275,12 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:EtOAc, 70:30) = 0,3 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 8 Método B 12 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,22 (s, 3H, CH3, CH2COCH3); 3,67                           
(s, 3H, CH3, COCH3); 2,66 (dd, 1H, J = 8,6 y 17,1 Hz, H3'); 2,93 (dd, 1H, J = 5,3 y   
17,0 Hz, H3'); 3,49 – 3,56 (m, 1H, H2); 3,87 – 3,96 (m, 1H, H3); 4,16 – 4,25                 
(m, 1H, H1); 4,56 (dd, 1H, J = 6,6 y 13,8 Hz, H1'); 4,70 (dd, 1H, J = 8,3 y 13,8 Hz, H1'); 
7,10 – 7,19 (m, 2H, HAr); 7,23 – 7,29 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 30,7 (CH3, CH2COCH3); 31,6 (CH3, COCH3); 
42,4 (CH-3); 43,8 (CH-1); 48,6 (CH2-3'); 59,4 (CH-2); 75,8 (CH2-1'); 124,0 (CHAr); 
124,6 (CHAr); 128,4 (CHAr); 129,1 (CHAr); 140,0 (CAr); 144,0 (CAr); 207,6              
(CO, CH2COCH3); 208,8 (CO, COCH3). 
Análisis elemental 
Calculado C: 65,44;  H: 6,22 Encontrado C: 65,55;  H: 6,32 
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H. (1R*, 2S*, 3S*)-1-(2-Benzoil-3-nitrometilindan-1-il)propan-2-ona, 8d-I 
 
 
C20H19NO4 
P.M. = 337,13 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 72 Método B 72 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,08 (s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,84                         
(dd, 1H, J = 6,9 y 17,6, H3'); 2,99 (dd, 1H, J = 5,8 y 17,7 Hz, H3'); 3,92 – 4,00            
(m, 1H, H3); 4,20 (t, 1H, J = 6,9 Hz, H2); 4,30 – 4,39 (m, 1H,  H1); 4,72 – 4,77           
(m, 2H, H1'); 7,10 – 7,32 (m, 2H, HAr); 7,48 – 7,56 (m, 4H, HAr); 7,93 – 8,02             
(m, 3H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 30,4 (CH3, CH2COCH3); 44,2 (CH-3); 46,8 
(CH-1); 48,4 (CH2-3'); 55,3 (CH-2); 78,3 (CH2-1'); 123,7 (CHAr); 123,9 (CHAr); 127,9 
(CHAr); 128,6 (2CHAr); 128,6 (CHAr); 128,9 (2CHAr); 133,6 (CHAr); 137,1 (CAr); 
139,1 (CAr); 144,1 (CAr); 200,6 (CO, COPh); 206,6 (CO, CH2COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2924, 2855, 1714, 1678, 1550, 1371, 1229, 1082, 1021, 799, 
754, 700. 
Análisis elemental 
Calculado C: 71,20;  H: 5,68 Encontrado C: 71,35;  H: 5,80 
I. (1S*, 2S*, 3R*)-1-(2-Benzoil-3-nitrometilindan-1-il)propan-2-ona, 8d-III 
 
 
C20H19NO4 
P.M. = 337,13 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 28 Método B 28 
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1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,9 (s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,55                            
(d, 1H, J = 1,8, H3'); 2,57 (d, 1H, J = 2,8, H3'); 4,23 – 4,32 (m, 1H, H3); 4,45 – 4,53                
(m, 1H, H2); 4,54 – 4,6 (m, 1H, H1); 4,67 – 4,79 (m, 2H, H1'); 7,20 – 7,32                     
(m, 4H, HAr); 7,49 – 7,57 (m, 2H, HAr); 7,60 – 7,67 (m, 1H, HAr); 8,00 – 8,05             
(m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 29,6 (CH3, CH2COCH3); 40,9 (CH-3); 42,9 
(CH-1); 44,0 (CH2-3'); 53,2 (CH-2); 76,3 (CH2-1'); 122,5 (CHAr); 123,8 (CHAr); 126,9 
(CHAr); 127,4 (2CHAr); 127,5 (CHAr); 128,0 (2CHAr); 132,97 (CHAr); 135,4 (CAr); 
138,0 (CAr); 143,6 (CAr); 198,1 (CO, COPh); 205,3 (CO, CH2COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2924, 2854, 1715, 1676, 1551, 1453, 1372, 1259, 1229, 1080, 
1021, 798, 757, 693. 
Análisis elemental 
Calculado C: 71,20;  H: 5,68 Encontrado C: 71,26;  H: 5,75 
J. (1'R*, 1S*, 2R*, 3R*)-2-[2-Benzoil-3-(1-nitroetil)indan-1-il]-1-feniletanona, 9a-I'.  
 
C26H23NO4 
P.M. = 413,16 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (122 – 124) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 60:40) = 0,7 
Rendimiento 25%  (Se sintetizó empleando el método E) 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,60 (d, 1H, J = 6,8 Hz, H1'');                             
3,38 (dd, 1H, J = 7,1 y 17,5, H3'); 3,51 (dd, 1H, J = 5,7 y 17,5 Hz, H3');                       
4,00 – 4,09 (m, 1H, H3); 4,29 (t, 1H, J = 6,6 Hz, H2); 4,44 – 4,51 (m, 1H, H1);                 
4,97 – 5,07 (m, 1H, H1'); 7,12 – 7,21 (m, 2H, HAr); 7,23 – 7,32 (m, 2H, HAr);            
7,39 – 7,49 (m, 4H, HAr); 7,53 – 7,61 (m, 2H, HAr); 7,81 – 7,87 (m, 2H, HAr);                              
7,90 – 7,97 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 15,2 (CH3-1''); 42,6 (CH2-3'); 44,1 (CH-3); 
50,7 (CH-1); 51,9 (CH-2); 83,9 (CH-1'); 122,9 (CHAr); 122,9 (CHAr); 126,6 (CHAr); 
126,9 (2 CHAr); 127,0 (2 CHAr); 127,6 (2 CHAr); 127,7 (2 CHAr); 127,8 (CHAr); 127,9 
(CHAr); 132,3 (CHAr); 132,4 (CHAr); 135,6 (CAr); 135,9 (CAr); 138,4 (C5); 143,3 (C4); 
196,9 (CH2COPh); 200,1 (COPh). 
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IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1681, 1596, 1548, 1450, 1362, 1255, 1219, 1222, 753, 695 
Análisis elemental 
Calculado C: 75,53;  H: 5,61 Encontrado C: 71,62;  H: 5,70 
Difracción de Rayos X: Datos cristalográficos 
Sistema Cristalino 
Grupo Espacial 
Monoclínico 
P2(1)/n 
Masa Molecular 
Volumen 
Densidad 
413,45 g/mol 
2127,7(6) Ǻ3 
1,291  g/cm
3
 
α 
β 
γ 
          14,344(2)  Ǻ 
          10,702(2)  Ǻ              108,263(3) ° 
          14,595(2)  Ǻ 
K. (1R'*, 1R*, 2S*, 3S*)-2-[2-Benzoil-3-(1-nitroetil)indan-1-il]-1-feniletanona, 9a-I''  
 
C26H23NO4 
P.M. = 413,16 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (129 – 133) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 60:40) = 0,7 
Rendimiento 18%  (Se sintetizó empleando el método E) 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,57 (d, 3H, J = 6,9 Hz, H1''); 3,37               
(dd, 1H, J = 7,1 y 17,7 Hz, H3’); 3,53 (dd, 1H, J = 6,1 y 17,7 Hz, H3’); 4,07 – 4,15       
(m, 1H, H3); 4,23 – 4,33 (m, 2H, H1 y H2); 5,09 – 5,19 (m, 1H, H1'); 7,13 – 7,19         
(m, 1H, HAr); 7,28 – 7,32 (m, 2H, HAr); 7,39 – 7,49 (m, 5H, HAr); 7,52 – 7,61                 
(m, 2H, HAr); 7,80 – 7,87 (m, 2H, HAr); 7.93 - 8.00 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 16,6 (CH3-1''); 43,5 (CH-3); 43,7 (CH2-3'); 
51,6 (CH-2); 52,2 (CH-1); 83,7 (CH-1'); 123,2 (CHAr); 123,5 (CHAr); 126,6 (CHAr); 
127,0 (2 CHAr); 127,4 (CHAr); 127,6 (2 CHAr); 127,6 (2 CHAr); 127,9 (2 CHAr); 132,3 
(CHAr); 132,5 (CHAr); 135,6 (CAr); 135,7 (CAr); 137,8 (C5); 143,5 (C4); 196,9 
(CH2COPh); 200,5 (COPh). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1581, 1546, 1450, 1360, 1219, 991, 755, 697. 
Análisis elemental 
Calculado C: 75,53;  H: 5,61 Encontrado C: 71,45;  H: 5,54 
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Difracción de Rayos X: Datos cristalográficos 
Sistema Cristalino 
Grupo Espacial 
Monoclínico 
P2(1)/n 
Masa Molecular 
Volumen 
Densidad 
413,45 g/mol 
2138,7(5)  Ǻ3 
1,284 g/cm
3
 
α 
β 
γ 
       9,111(1)  Ǻ            
       10,837(1)  Ǻ              93,745(2) ° 
       21,707(3)  Ǻ               
6.4. Métodos de síntesis de Indanilglicinas 7 
6.4.1. Procedimientos generales 
Método A 
Sobre una disolución del correspondiente o-divilbenceno de partida 1 (1 eq) en DCM 
anhidro (3,4 mL/mmol) se adicionó el Bu4NBr (0,33 eq), Cs2CO3 (1 eq) y                     
N-(difenilmetilen)glicinato de etilo 6 (1 eq). La mezcla fue agitada a temperatura 
ambiente durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reacción, se añadió H2O (10 mL) y 
extrajo con DCM (3 x 10 mL). El conjunto de las fases orgánicas secaron sobre MgSO4, 
se filtraron y el disolvente fue evaporado a presión reducida. Los productos se 
purificaron por cromatografía en gel de sílice utilizando como eluyente mezclas de 
Hexano/AcOEt.  
Método B 
Bajo atmósfera inerte de Argon se preparó una disolución 1 M de  
t
BuOK (1,25 eq) en 
THF anhidro, se agitó durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, se 
añadió una disolución 1 M de N-(difenilmetilen)glicinato de etilo 6 (1eq) THF anhidro a 
-20ºC y se agitó durante 30 min a esa temperatura. Por último, se adicionó una 
disolución 1 M del correspondiente o-divinilbenceno de partida 1 en THF anhidro, se 
dejó aumentar la temperatura desde -20ºC hasta temperatura ambiente y la mezcla de 
reacción fue agitada a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado ese tiempo, se añadió 
H2O (10 mL), se separó la fase orgánica y la fase acuosa fue extraída con DCM                
(3 x 10 mL). Las fases orgánicas se lavaron con H2O, secaron sobre MgSO4, se filtraron 
y el disolvente fue evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron por 
cromatografía en gel de sílice utilizando como eluyente mezclas Hexano/AcOEt. 
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Método C 
Sobre una disolución de 
i
Pr2NH (1,1 eq) en THF anhidro (1 mL/mmol) enfriada a -78ºC, 
se adicionó el BuLi (disolución en hexano 1,6 M; 1,25 eq) y se agitó durante 30 min. Se 
añadió una disolución de N-(difenilmetilen)glicinato de etilo 6 (1 eq) en THF anhidro   
(1 mL/mmol) y la mezcla se agitó durante 30 min. Se adicionó una disolución del 
correspondiente o-divinilbenceno de partida 1 (1 eq) en THF anhidro (1 mL/mmol), se 
adicionó; se dejó aumentar la temperatura desde -78ºC hasta temperatura ambiente y la 
mezcla de reacción fue agitada a temperatura ambiente durante 24 h. Pasado ese tiempo, 
se añadió H2O (10 mL), se separó la fase orgánica y la fase acuosa fue extraída con 
DCM (3 x 10 mL). Las fases orgánicas se lavaron con H2O, secaron sobre MgSO4, se 
filtraron y el disolvente fue evaporado a presión reducida. Los productos se purificaron 
por cromatografía en gel de sílice utilizando como eluyente mezclas de Hexano/AcOEt. 
6.4.2. Datos experimentales 
A. (1’S*, 1R*, 2S*, 3S*)-2-[2-Benzoil-3-(2-fenil-2-oxoetil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-il]-
2-(difenilmetilenamino)acetato de etilo, 7a 
 
 
C41H35NO4 
P.M. = 605,26 g/mol 
Aceite blanco 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,6 
 
 
Rendimiento (%) 
Método A 28 Método B 40 Método C 66 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 0,95 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 3,47 – 3,65             
(m, 3H, H3' y CH2, Et); 3,83 (dd, 1H, J = 7,1 y 10,8 Hz, H3’); 4,16 – 4,25 (m, 1H, H3); 
4,34 (dd, 1H, J = 3,3 y 5,0 Hz, H1); 4,55 (d, 1H, J = 10,8 Hz, H1'); 4,77                            
(t, 1H, J = 5,0 Hz, H2); 6,86 – 6,92 (m, 2H, HAr); 6,92 – 6,98 (m, 1H, HAr); 7,14 – 7,26 
(m, 5H, HAr); 7,33 – 7,47 (m, 8H, HAr); 7,48 – 7,59 (m, 4H, HAr); 7,78 – 7,84                
(m, 2H, HAr); 8,00 - 8,07 (m, 2H, HAr). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 13,8 (CH3, Et); 45,3 (CH-3); 45,7 (CH2-3'); 
52,4 (CH-2); 53,2 (CH-1); 61,0 (CH2, Et); 67,8 (CH-1'); 124,0 (CHAr); 124,5 (CHAr); 
127,1 (CHAr); 127,6 (CHAr); 127,8 (2 CHAr); 128,0 (2 CHAr); 128,2 (2 CHAr); 128,3 
(CHAr); 128,4 (2 CHAr); 128,5 (2 CHAr); 128,7 (CHAr); 128,8 (2 CHAr); 128,9               
(2 CHAr); 130,1 (CHAr); 130,3 (CHAr); 132,7 (CHAr); 133,0 (CHAr); 136,3 (CAr); 137,0 
(CAr); 137,4 (CAr); 139,4 (CAr); 141,7 (CAr); 145,8 (CAr); 170,8 (C=N ó CO2); 171,6 
(C=N ó CO2); 198,7 (CH2COPh); 203,5 (COPh). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2923, 2856, 1732, 1680, 1479, 1215, 1021, 756, 698. 
Análisis elemental 
Calculado C: 81,30;  H: 5,82 Encontrado C: 81,47;  H: 5,98 
Difracción de Rayos X: Datos cristalográficos 
Sistema Cristalino 
Grupo Espacial 
Triclínico 
P-1 
Masa Molecular 
Volumen 
Densidad 
605,70 g/mol 
2731,5(6) Ǻ3 
1,230 g/cm
3
 
α 
β 
γ 
11,306(2) Ǻ            102,760(3) ° 
11,627(2) Ǻ              96,212(3) ° 
             13,079(2) Ǻ                 99,326(3) ° 
B. (1’S*)-2-((1R*, 2S*, 3S*)-2-Acetil-3-(2-oxopropil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-il)-2-
((difenilmetilen)amino)acetato de etilo, 7b 
 
 
C31H31NO4 
P.M. = 481,23 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
 
Rendimiento 64% (Se sintetizó empleando el método C). 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,26 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 2,16                        
(s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,35 (s, 3H, CH3, COCH3); 2,89                                                
(dd, 1H, J = 5,3 y 18,1 Hz, H3'); 3,03 (dd, 1H, J = 8,5 y 8,2 Hz, H3'); 3,58                     
(t, 1H, J = 4,7 Hz, H2); 3,79 – 3,87 (m, 1H, H3); 4,09 – 4,24 (m, 3H, H1, CH2, Et); 4,5 
(d, 1H, J = 3,6 Hz, H1'); 6,82 – 6,88 (m, 1H, HAr); 6,91 – 6,98 (m, 2H, HAr); 7,03 – 7,20 
(m, 3H, HAr); 7,25 – 7,33 (m, 2H, HAr), 7,35 – 7,53 (m, 6H, HAr). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 14,2 (CH3, Et); 29,2 (CH3, COCH3); 30,3              
(CH3, CH2COCH3); 43,0 (CH-3); 50,6 (CH2-3'); 51,4 (CH-1); 58,7 (CH-2); 61,3     
(CH2, Et); 68,2 (CH-1'); 123,9 (CHAr); 124,6 (CHAr); 127,1 (CHAr); 127,6 (CHAr); 
127,9 (2 CHAr); 180,0 (2 CHAr); 128,4 (CHAr); 128,8 (2 CHAr); 130,1 (CHAr); 130,5 
(CHAr); 132,4 (CHAr); 136,1 (CAr); 139,2 (CAr); 141,4 (CAr); 145,4 (CAr); 171,0     
(C=N ó CO2); 171,6 (C=N ó CO2), 207,7 (CO, CH2COCH3); 210,3 (CO, COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1721, 1659, 1276, 1175, 1027, 930, 761, 703, 639. 
Análisis elemental 
Calculado C: 77,31;  H: 6,49 Encontrado C: 77,48;  H: 6,54 
C. (1R*, 2S*, 3S*)-Metil-1-((1’S*)-1-((difenilmetilen)amino)-2-etoxi-2-oxoetil)-3-(2-
metoxi-2-oxoetil)-2,3-dihidro-1H-inden-2-carboxilato, 7c 
 
 
C31H31NO6 
P.M. = 513,22 g/mol 
Aceite incoloro 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
 
Rendimiento 74% (Se sintetizó empleando el método C). 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,25 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 2,77 – 2,93              
(m, 2H, H3'); 3,60 – 3,67 (m, 1H, H2); 3,68 (s, 3H, CH3, CO2CH3); 3,75                                        
(s, 3H, CH3, CH2CO2CH3); 3,89 – 3,98 (m, 1H, H3); 4,19 (q, 2H, J = 7,0 Hz, CH2, Et);            
4,24 – 4,30 (m, 1H, H1); 4,54 (d, 1H, J = 3,7 Hz, H1'); 6,89 – 6,95 (m, 1H, HAr);       
7,03 – 7,2 (m, 5H, HAr); 7,23 – 7,31 (m, 2H, HAr); 7,32 – 7,39 (m, 1H, HAr);             
7,42 – 7,51 (m, 5H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 14,1 (CH3, Et); 40,1 (CH2-3'); 45,0 (CH-3); 
51,5 (CH-2); 51,7 (CH-1); 51,8 (CH3, CH2CO2CH3); 51,9 (CH3, CO2CH3); 61,2     
(CH2, Et); 67,4 (CH-1'); 123,4 (CHAr); 124,2 (CHAr); 127,3 (CHAr); 127,6 (CHAr); 
128,0 (3 CHAr); 128,3 (CHAr); 128,5 (2 CHAr); 128,8  (CHAr); 128,9 (2 CHAr); 130,4 
(CHAr); 136,4 (CAr); 139,3 (CAr); 141,3 (CAr); 144,2 (CAr); 171,0 (C=N ó CO2); 171,3 
(C=N ó CO2); 172,6 (CO2, CH2CO2CH3); 175,5 (CO2, CO2CH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1736, 1625, 1742, 1365, 1252, 1167, 1027, 757, 701. 
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Análisis elemental 
Calculado C: 72,50;  H: 6,08 Encontrado C: 72,71;  H: 6,64 
D. (1’S*)-2-((1R*, 2S*, 3S*)-2-Benzoil-3-(2-oxopropil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-il)-2-
((difenilmetilen)amino)acetato de etilo, 7d 
 
 
C36H33NO6 
P.M. = 575,23 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
 
Rendimiento 68% (Se sintetizó empleando el método C). 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 0,88 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 1,97                         
(s, 3H, CH3, CH2COCH3); 2,80 – 3,00 (m, 2H, H3'); 3,47 – 3,60 (m, 1H, CH2, Et);     
3,68 – 3,81 (m, 1H, CH2, Et); 3,86 – 3,95 (m, 1H, H3); 4,22                                         
(dd, 1H, J = 2,9 y 5,2 Hz, H1); 4,45 (d, 1H, J = 3,0 Hz, H1'); 4,61                                   
(t, 1H, J = 5,6 Hz, H2); 6,75 – 6,82 (m, 1H, HAr); 6,84 – 6,92 (m, 2H, HAr); 6,97 – 7,12 
(m, 3H, HAr); 7,15 – 7,25 (m, 2H, HAr); 7,25 – 7,51 (m, 9H, HAr); 7,93 – 7,99            
(m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 13,9 (CH3, Et); 30,2 (CH3, CH2COCH3); 45,0 
(CH-3); 50,2 (CH2-3'); 52,5 (CH-2); 53,1 (CH-1); 61,0 (CH2, Et); 67,5 (CH-1'); 123,8 
(CHAr); 124,4 (CHAr); 127,1 (CHAr); 127,6 (CHAr); 127,9 (2 CHAr); 128,0 (2 CHAr); 
128,3 (CHAr); 128,4 (2 CHAr); 128,6 (2 CHAr); 128,9 (CHAr); 128,9 (3 CHAr); 130,5 
(CHAr); 132,9 (CHAr); 136,3 (CAr); 137,9 (CAr); 139,4 (CAr); 141,6 (CAr); 145,4 (CAr); 
171,0 (C=N ó CO2); 171,5 (C=N ó CO2); 203,3 (CO, COPh); 207,4 (CO, CH2COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1725, 1675, 1360, 1235, 1191, 1022, 756, 701. 
Análisis elemental 
Calculado C: 79,53;  H: 6,12 Encontrado C: 79,45;  H: 6,08 
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E. (1’S*)-2-((1R*, 2S*, 3S*)-Acetil-3-(2-metoxi-2-oxoetil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-il)-   
2-((difenilmetilen)amino)acetato de etilo, 7e 
 
 
C31H31NO5 
P.M. = 497,22 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,6 
 
Rendimiento 83% (Se sintetizó empleando el método C).  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,16 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 2,24                         
(s, 3H, CH3, COCH3); 2,64 – 2,80 (m, 2H, H3'); 3,61 (t, 1H, J = 5,15 Hz, H2); 3,67                    
(s, 3H, CH3, CH2CO2CH3); 3,69 – 3,77 (m, 1H, H3); 4,05 – 4,16 (m, 3H, H1); 4,40                    
(d, 1H, J = 3,8 Hz, H1'); 6,76 – 6,83  (m, 1H, HAr); 6,87 – 6,94 (m, 2H, HAr);              
6,98 – 7,12 (m, 3H, HAr); 7,16 – 7,23 (m, 2H, HAr); 7,24 – 7,31 (m, 1H, HAr);          
7,32 – 7,38 (m, 3H, HAr); 7,39 – 7,44 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 14,2 (CH3, Et); 29,4 (CH3, COCH3); 40,7 
(CH2-3'); 44,4 (CH-3); 51,3 (CH-1); 51,8 (CH3, CH2CO2CH3); 58,7 (CH-2); 61,4 
(CH2, Et); 68,2 (CH-1'); 123,8 (CHAr); 124,6 (CHAr); 127,3 (CHAr); 127,7 (CHAr); 
127,9 (2 CHAr); 128,0 (2 CHAr); 128,4 (2 CHAr); 128,8 (CHAr); 128,9 (2CHAr); 130,5 
(CHAr); 136,2 (CAr); 139,0 (CAr); 141,3(CAr); 144,6 (CAr); 171,1 (C=N ó CO2); 171,7 
(C=N ó CO2); 172,9 (C=O, CH2CO2CH3); 210,0 (C=O, COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1733, 1623, 1442, 1361, 1167, 1025, 756, 701. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,83;  H: 6,28 Encontrado C: 79,89;  H: 6,20 
F. (1’S*)-2-((1R*, 2S*, 3S*)-2-Acetil-3-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-2,3-dihidro-1H-
inden-1-il)-2-((difenilmetilen)amino)acetato de etilo, 7g 
 
 
C34H37NO5 
P.M. = 539,27 g/mol 
Aceite amarillo 
Rf (Hexano:EtOAc, 70:30) = 0,55   
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Rendimiento 38% (Se sintetizó empleando el método C).  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,25 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Et); 1,51                          
(s, 9H, CH3, 
t
Bu); 2,33 (s, 3H, CH3, COCH3); 2,63 – 2,80 (m, 2H, H3'); 3,65 – 3,71     
(m, 1H, H2); 3,74 – 8,84 (m, 1H, H3); 4,13 – 4,23 (m, 3H, CH2, Et y H1); 4,48              
(d, 1H, J = 3,9 Hz, H1'); 6,83 – 6,89 (m, 1H, HAr); 6,96 – 7,03 (m, 2H, HAr); 7,06 – 7,20 
(m, 4H, HAr); 7.28 – 7,32 (m, 1H, HAr); 7,33 – 7,38 (m, 1H, HAr); 7,40 – 7,47             
(m, 3H, HAr); 7,48 – 7,58 (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 14,2 (CH3, Et); 28,2 (3 CH3, 
t
Bu); 29,5      
(CH3, COCH3); 42,1 (CH2-3'); 44,4 (CH-3); 51,4 (CH-1); 58,7 (CH-2); 61,2 (CH2, Et); 
68,1 (CH-1'); 80,8 (C, 
t
Bu); 123,9 (CHAr); 124,5 (CHAr); 127,1 (CHAr); 127,6 (CHAr); 
127,9 (2 CHAr); 128,0 (2 CHAr); 128,4 (2 CHAr);  128,9 (2 CHAr); 130,1 (CHAr);   
130,5 (CHAr); 136,6 (CAr); 139,1 (CAr); 141,3 (CAr); 145,0 (CAr); 171,2                             
(C=N ó CO2Et ó CO2
t
Bu); 171,6 (C=N ó CO2Et ó CO2
t
Bu); 171,8                           
(C=N ó CO2Et ó CO2
t
Bu); 210,1 (C=O, COCH3). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 1725, 1364, 1276, 1250, 1152, 1027, 759, 702. 
Análisis elemental 
Calculado C: 75,67;  H: 6,91 Encontrado C: 75,59;  H: 6,87 
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7. PARTE EXPERIMENTAL FARMACOLÓGICA35 
7.1. Determinación de la viabilidad celular 
La reducción mitocondrial del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
(MTT) a formazán se empleó para determinar la citotoxicidad de los compuestos en la 
línea celular APPswe. Las células se sembraron en placas de poliestireno de 96 pocillos 
a una densidad de 20.000 células/pocillo y se incubaron a 37ºC durante 24 h. Pasado ese 
tiempo, las placas se incubaron con los nitroindanos 5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y     
9a-I’, respectivamente a una concentración de 10 µM durante 24 h más. La viabilidad 
celular se determinó adicionando 20 μL, a cada pocillo, de una disolución de MTT        
(2 mg/mL). Tras 1 h de incubación a 37ºC, el medio de cultivo se eliminó y se 
adicionaron 100 μL de DMSO para disolver los cristales de formazán resultantes de la 
reducción del MTT. La absorbancia se registró a 550 nm empleando un lector de placas. 
La densidad óptica del formazán en las células control (no reciben tratamiento) se tomó 
como el 100% de viabilidad.  
7.2. Determinación de la actividad acetilcolinesterasa (AChE) 
Para la determinación de la actividad inhibidora de AChE de los nitroindanos 5a-I,    
5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y 9a-I’, a una concentración final de 10 μM; se emplearon 
microplacas de 96 pocillos en las que una disolución formada por 70 μL de tampón 
fosfato (0,1 M, pH = 8), 10 μL de los nitroindanos en estudio, 100 μL de DTNB en 
tampón fosfato (0,875 mM) y 25 μL de AChE en tampón fosfato (1 U/mL) se incubó a 
temperatura ambiente durante 5 min. Pasado este tiempo, se adicionó 5 μL de sustrato 
(ATCI, 10 mM). La reacción tuvo lugar en un volumen final de 200 μL. El ensayo de 
determinación enzimática se llevó a cabo, en primer lugar, en ausencia de compuestos 
(reacción control), lo cual permitió alcanzar el 100% de actividad enzimática, y en 
segundo lugar, con cada uno de los compuestos en estudio. Como control positivo se 
empleó un reconocido inhibidor de AChE de uso terapéutico, la galantamina. La 
cinética de la reacción se determinó mediante el incremento de absorbancia (ΔAbs) 
producido con el tiempo, detectado por un lector de placas a λ = 405 nm, durante          
                                                            
35 Véase capítulo VI “Métodos Farmacológicos” para la descripción de los materiales, líneas celulares y 
métodos empleados en el presente capítulo. 
 
Capítulo III 
112 
10 min. A partir del ΔAbs se calculó el porcentaje de inhibición de la actividad 
enzimática. 
7.3. Determinación de la actividad β-secretasa 
El ensayo de determinación de la actividad β-secretasa se llevó a cabo empleando      
0,24 U/mL de enzima β-secretasa recombinante humana y 10 μM de sustrato 
fluorogénico en tampón de acetato sódico 20 mM (pH = 4,5), en un volumen final de 
reacción de 100 μL. El ensayo de actividad enzimática se realizó en ausencia (reacción 
control) y en presencia de los nitroindanos 5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y 9a-I’ en 
estudio, a una concentración final de 10 μM. Como control positivo del ensayo se 
utilizó la lawsona L. Previamente a la adición del sustrato, se incubó el enzima con los 
compuestos en estudio. El porcentaje de inhibición de la actividad β-secretasa se calculó 
a partir de la reacción control, tras la adición del sustrato. 
La fluorescencia se registró en un lector de microplacas de fluorescencia FLx800         
(Bio-Tek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitación y emisión de 360 y      
528 nm, respectivamente. 
7.4. Fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide 
Para el estudio de la inhibición de la agregación del péptido βA, se incubó el péptido   
βA (25-35) a 37ºC y durante 4 días, a una concentración final de 10 µM, en ausencia y 
en presencia de los nitroindanos 5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y 9a-I’, en un volumen 
final de 100 µL. Pasado ese tiempo, para la determinación del grado de inhibición de la 
fibrilogénesis por parte de los nitroindanos, se determinó la intensidad de la emisión de 
fluorescencia adicionando a cada una de las muestras de la incubación, una disolución 
de tioflavina-T (Thio-T) en PBS a concentración final de 25 µM. El porcentaje de 
inhibición de la agregación del péptido βA se calculó a partir de la intensidad de 
fluorescencia del producto de incubación en ausencia de compuesto. 
Para el estudio de la desagregación del péptido βA, se incubó el péptido           
βA (25-35) a una concentración final de 10 µM durante 4 días a 37ºC para generar las 
fibrillas. Pasado ese tiempo, se adicionaron los nitroindanos 5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II,    
8b-I y 9a-I’ a una concentración final de 10 µM y la placa se incubó durante 4 días más 
a 37ºC. Al cabo de ese tiempo, para la determinación del grado de desagregación de las 
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fibrillas previamente formadas por parte de los nitroindanos, se determinó la intensidad 
de la emisión de fluorescencia adicionando a cada una de las muestras de la incubación, 
una disolución de tioflavina T (Thio-T) en PBS a concentración final de 25 µM. El 
porcentaje de desagregación del péptido βA se calculó a partir de la intensidad de 
fluorescencia del producto de incubación en ausencia de compuesto. 
En ambos ensayos, en el primer caso para la determinación de la inhibición de la 
agregación y en el segundo caso para la determinación del efecto desagregante, se 
empleó como control positivo la 6-hidroxi-1,4-naftoquinona. 
La fluorescencia se registró en un lector de microplacas de fluorescencia FLx800         
(Bio-Tek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitación y emisión de 448 y      
483 nm, respectivamente.  
7.5. Generación intracelular de radicales libres 
Se sembraron 20.000 células APPswe/pocillo en placas estériles de 96 pocillos. Tras    
24 h de incubación (37ºC y atmósfera de CO2 al 5%), se aspiró el medio de cultivo, se 
adicionó DCFH-DA disuelta en medio de cultivo (sin rojo fenol) (200 μL/pocillo), auna 
concentración de 20 μM. La placa se incubó a 37ºC y atmósfera de CO2 al 5% durante 
30 min con el fin de permitir que la DCFH-DA atravesara la membrana celular y llegara 
al medio intracelular. A continuación, se retiró el medio, se lavaron las células con PBS 
y se trataron con los nitroindanos 5a-I, 5a-II, 8a-I, 8a-II, 8b-I y 9a-I’ durante 30 min, a 
una concentración final de 1 y 10 μM, respectivamente. Por último, se adicionó el H2O2 
(100 μM, concentración final), incubándose la placa durante 1 h. Pasado este tiempo, la 
fluorescencia se registró en un lector de microplacas de fluorescencia FLx800          
(Bio-Tek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitación y emisión de 485 y     
528 nm, respectivamente. 
7.6. Análisis estadístico 
En todos los ensayos se hicieron al menos tres experimentos independientes y éstos se 
realizaron por triplicado. Los datos se analizaron empleando un análisis de varianza    
one - way (ANOVA) seguido del test de Newman-Keuls de comparación múltiple, 
mediante el softwarecientífico SigmaPlot 11. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Quinonas  
Las quinonas se caracterizan por una estructura básica común, 1,2- ó 1,4-ciclohexadiona 
(benzoquinonas), que puede estar fusionada a un sistema aromático policíclico 
condensado, como es el caso de naftoquinonas, antraquinonas y antracilquinonas 
(Figura 1).  
 
    
orto-
benzoquinona 
para-
benzoquinona 
1,4-
naftoquinona 
antraquinona antracilquinona 
Figura 1. Estructuras generales de las quinonas 
Las quinonas están muy extendidas en la naturaleza, habiendo sido descritos más 
de 1200 compuestos de origen natural.
1
 Se pueden encontrar en bacterias, hongos, 
gimnospermas y angiospermas. En el reino animal, las quinonas aparecen en 
equinodermos y artrópodos.
2
 
Debido a su amplia presencia en la naturaleza, se encuentran implicadas en 
numerosos procesos biológicos esenciales.
3
 Por ejemplo, es bien conocido su papel en 
la fotosíntesis en plantas y bacterias
4
. La coenzima Q (Figura 2) actúa como un potente 
antioxidante y estabilizador de membranas celulares; previene el daño celular que se 
puede producir en los diferentes procesos metabólicos,
5
 y protege frente a diferentes 
                                                            
1 P.M. Dey; J.B. Harborne en “Plant phenolics”. Methods in plant biochemistry, 1989. Ed.: Academic 
Press, London, 452-791. 
2 M.J.A. Martinez; P.B. Benito, “Biological activity of quinones”. Stud. Nat. Prod. Chem., 2005, 30,  
303-366. 
3 J. Kim in “Biological implications of benzoquinones”. Quinones: Occurence, medicinal uses and 
physiological importance. Chapter 2. Nova Science Publishers, Inc. 2013. 
4 J. Breton; E. Nabedryk, “Protein-Quinone interactions in the bacterial photosynthetic reaction center: 
Light-induced FTIR difference spectroscopy of the quinone vibrations”. Biochim. Biophys. Acta 
Bioenerg., 1996, 1275, 84-90. 
5 R.R. Nageswara; M.V. Kumar Talluri; D.D. Shinde, “Simultaneous separation and determination of 
coenzime Q and its process related impurities by NARP-HPLC and atmospheric pressure chemical 
ionization- mass spectrometry (APCI-MS)”. J. Pharm. Biomed. Anal., 2008, 47, 230-237.  
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enfermedades crónicas como el Parkinson
6
 o las enfermedades cardiovasculares.
7
 La 
vitamina K (Figura 2), un derivado de 1,4-naftoquinona, está implicada en procesos de 
coagulación de la sangre;
8
 previene enfermedades cardiovasculares
9
 y se emplea como 
tratamiento en la osteoporosis.
10
 Además, se cree que su deficiencia podría favorecer la 
patogénesis de la EA y su administración podría ser beneficiosa tanto en la prevención 
como en el tratamiento de dicha enfermedad.
11
  
 
  
Coenzima Q Vitamina K1 Vitamina K2 
Figura 2. Estructura química de quinonas biológicamente relevantes 
Estas moléculas, con amplia distribución en la naturaleza,
12
 se encuentran en 
continua investigación y , presentan importantes propiedades farmacológicas. Así se 
han descrito actividades antitumorales y antibióticas,
13
 antidiabéticas,
14
 actividad 
inhibidora de la transcriptasa reversa del VIH-1,
15
 y actividad inhibidora de 
ciclooxigenasa (COX).
16
   
                                                            
6 C. Cleren; L. Yang; B. Lorenzo; N.Y. Calingasan; A. Schomer; A. Sireci; E.J. Wille; M.F. Beal, 
“Therapeutic effects of coenzyme Q10 (CoQ10) and reduced CoQ10 in the MPTP model of 
Parkinsonism”. J. Neurochem., 2008, 104, 1613-1621. 
7  S. Pepe; S.F. Marasco; S.J. Haas; F.L. Sheeran; H. Krum; R.L. Rosenfeldt, “Coenzyme Q10 in 
cardiovascular disease”. Mitochondrion, 2007, 7, S154-S167. 
8 O. Benzakour, “Vitamin K-dependent proteins: Functions in blood coagulation and beyond”. Thromb. 
Haemost., 2008, 100, 527-529.  
9 R. Wallin; L. Schurgers; N. Wajih, “Effects of the blood coagulation vitamin K as an inhibitor of 
arterial calcification”. Thromb. Res., 2008, 122, 411-417. 
10 S.A. Lanham-New, “Importance of calcium, vitamin D and vitamin K for osteoporosis and treatment”. 
Proc. Nutr. Soc., 2008, 67, 163-176. 
11 A.C. Allison, “The possible role of vitamin K deficiency in the pathogenesis of Alzheimer’s disease and 
in augmenting brain damage associated with cardiovascular disease”. Med. Hypotheses, 2001, 57,   
151-155.  
12 R.H. Thomson en “Naturally occurring quinones IV”. Ed. Blackie Academic and Professional: 
London, 1997. 
13 (a) R.S. Coleman; F.X. Felpin; W. Chen, “Mitomycin synthetic studies: Stereocontrolled and 
convergent synthesis of a fully elaborated aziridinomitosane”. J. Org. Chem., 2004, 69, 7309-7316.   
(b) W. Wang; T. Li; R.  Milburn; J. Yates; E. Hinnant, M.J. Luzzio; S.A. Noble; G. Attardo, “Novel   
l,3-disubstituted-5,1o-dihydro-5,1o-dioxo-1H-benzo[G] isochromene-3 carboxamides as potent 
antitumor agents”. Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 1579-1584. 
14 B. Zhang; C. Salituro; S. Szalkowsci; Z. Li; Y. Zhang; I. Royo; D. Vilella; M.T. Diez; F. Pelaez; C. 
Ruby; E.L. Kendall; X. Mao; P. Griffin; J. Calaycay; J.R. Zierath; J.V. Heck; R.C. Smith; D.E. Moller, 
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1.2. Terfenilquinonas 
Los terfenilos
17
 son hidrocarburos aromáticos formados por una cadena de tres anillos 
bencénicos, en los que los anillos terminales se encuentran en posiciones orto, meta o 
para con respecto al anillo central (Figura 3).  
 
 
 
orto meta para 
Figura 3. Isómeros orto, meta  y para de los derivados terfenílicos 
En la bibliografía existen numerosos ejemplos de p-terfenilos que presentan 
importantes actividades farmacológicas como inmunosupresoras,
18
 neuroprotectoras,
19
 
antioxidantes,
20
 anticoagulantes,
21
 antidiabéticas,
22
 antitumorales
24
 e inhibidores 
específicos de 5-lipoxigenasa.
23 
                                                                                                                                                              
“Discovery of a small molecule insulin mimetic with antidiabetic activity in mice”. Science, 1999, 284, 
974-977.  
15 (a) A. Kaji; R. Saito; Y. Hata; N. Kiriyama; S. Wakusawa; K. Miyamoto, “Four new metabolites of 
Aspergillus Terreus”. Chem. Pharm. Bull., 1994, 42, 1682-1684. (b) S. Shuimizu; Y. Yamamoto; S. 
Koshimura, “Antitumor activity of asterriquinones from aspergillus fungi. IV. An attempt tomodify the 
structure of asterriquinonesto increase the activity”. Chem. Pharm. Bull., 1982, 30, 1896-1899. (c) K. 
Arai; S. Shimizu; Y. Taguchi; Y. Yamamoto, “Metabolic products of aspergillus terreus.                                     
V. Demethylation of asterriquinones”. Chem. Pharm. Bull., 1981, 29, 991-999.  
16 (a) Y. Fukuyama; Y. Kiriyama; J. Okino; M. Kodama, “Belamcandaquinones A and B, novel dimeric 
1,4-benzoquinone derivatives possessing cyclooxygenase inhibitory activity”. Tetrahedron Lett., 1993, 
34, 7633-7636. (b) Y. Fukuyama; J. Okino; M. Kodama, “Structures of Belamcandols A and B isolated 
from the seed of Belamcanda chinensis”, Chem. Pharm. Bull., 1991, 39, 1877-1879.  
17 J.K. Liu, “Natural terphenyls: Developments since 1877”. Chem. Rev., 2006, 106, 2209-2223. 
18 (a) C. Xie; H. Koshino; Y. Esumi; J-I. Onose; K. Yoshikawa; N. Abe, “Vialinin B, a novel potent 
inhibitor of TNF-α production, isolated from an edible mushroom, Thelephora vialis”. Bioorg. Med. 
Chem. Lett., 2006, 16, 5424-5426. (b) T. Kamigauchi; R. Sakazaki; K. Nagashima; Y. Kawamura; Y. 
Yasuda; K. Matsushima; H. Tani; Y. Takahashi; K. Ishii; R. Suzuki, “Terprenins, novel 
immunosuppresants produced by Aspergillus Candidus. J. Antibiot., 1998, 51, 445-450. (c) K. Kawada; 
A. Arimura; T. Tsuri; M. Fuji; T. Komurasaki; S. Yonezawa; A. Kugimiya; N. Haga; S. Mitsumori; M. 
Inagaki, “Total synthesis of terprenin, a highly potent and novel immunoglobulin E antibody 
suppresant”. Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 973-975.  
19 I.K. Lee; B.S. Yun; J.P. Kim; I.J. Ryoo; Y.H. Kim; I.D. Yoo, “Neuroprotective activity of                     
p-terphenyl leucomentins from the mushroom Paxillus Panuoides”. Biosci. Biotechnol. Biochem., 2003, 
67, 1813-1816.  
20 (a) C. Xie; H. Koshino; Y. Esumi; S. Takahashi; K. Yoshikawa; N. Abe, “Vialinin A, a novel               
2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenger from an edible mushroom in China”. Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 2005, 69, 2326-2332. (b) L. Ji-Kai; H. Lin; D. Ze-Jun; H. Qun; “DPPH radical 
scavenging activity of ten natural p-terphenyl derivatives obtained from three edible mushrooms 
indigenous to China”. Chem. Biodivers., 2004, 1, 601-605. (c) S. Tsukamoto; A.D. Macabalang; T. 
Abe; H. Hirota; T. Otha,“Telephorin A: a new radical scavenger from the mushroom Telephora vialis”. 
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Las
24
terfenilquinonas son un grupo de derivados terfenílicos en los que el anillo 
aromático central se encuentra sustituido por un esqueleto de benzoquinona. Teniendo 
en cuenta que el anillo central quinónico del terfenilo puede encontrarse sustituído en 
orto y para se obtienen 6 isómeros básicos de terfenilquinonas (Figura 4).  
orto-quinonas 
 
 
 
para-quinonas 
   
Figura 4. Isómeros posibles de las terfenilquinonas 
Los compuestos p-terfenílicos, que hasta el momento tan sólo se han encontrado 
en líquenes y hongos, constituyen una amplia clase de pigmentos fúngicos cuya 
investigación química comenzó en 1877 con el aislamiento del ácido polifórico,
25
 la 
antromentina
26
 y el ácido telefórico
27
 (Figura 5). 
                                                                                                                                                              
Tetrahedron, 2002, 58, 1103-1105. (d) B.S. Yun; I.K. Lee; J.P. Kim; I.D. Yoo, “Curtisians A~D, new 
free radical scavengers from mushroom Paxillus curtisii”. J. Antibiot., 2000, 53, 114-122.  (e) I.K. Lee; 
B.S. Yun; S.M. Cho; W.G. Kim; J.P. Kim; I.J. Ryoo; H. Koshino; I.D. Yoo, “Betulinans A and B, two 
benzoquinone compounds from Lenzites betulina”. J. Nat. Prod., 1996, 59, 1090-1092. 
21 J.M. Khanna; M.H. Malone; K.L. Euler; L.R. Brady, “Atromentin. Anticoagulant from Hydnellum 
diabolus”. J. Pharm. Sci., 1965, 54, 1016-1020. 
22 (a) J. Westerlund; B.A. Wolf; P. Bergsten, “Glucose-dependent promotion of insulin release from 
mouse pancreatic islets by the insulin-mimetic compound L-783,281”. Diabetes, 2002, 51, S50-S52.    
(b) B. Zhang; C. Salituro; S. Szalkowsci; Z. Li; Y. Zhang; I. Royo; D. Vilella; M.T. Diez; F. Pelaez; C. 
Ruby; E.L. Kendall; X. Mao; P. Griffin; J. Calaycay; J.R. Zierath; J.V. Heck; R.C. Smith; D.E. Moller, 
“Discovery of a small molecule insulin mimetic with antidiabetic activity in mice”. Science, 1999, 284, 
974-977. 
23 A. Takahashi; R. Kudo; G. Kusano; S. Nozoe, “Lipoxygenase inhibitors isolated from the mushroom 
Boletopsis Leucomelas (Pers.) Fayod”. Chem. Pharm. Bull., 1992, 40, 3194-3196. 
24 C. Puder; K. Wagner; R. Vettermann; R. Hauptmann; O. Potterat, “Terphenylquinone inhibitors of the 
src protein tyrosine kinase from Stilbella sp”. J. Nat. Prod., 2005, 68, 323-326. 
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Ácido polifórico
25
 Antromentina
26
 Ácido telefórico
27
 
Figura 5. Estructuras del ácido polifórico, la antromentina y el ácido telefórico 
Además, las p-terfenilquinonas naturales presentan la ventaja de poseer pocos (o 
ningún) centro estereogénico, lo que hace su síntesis más simple. Ello, junto con su 
amplio espectro de actividades biológicas, ha hecho que aumente considerablemente el 
interés científico por las p-terfenilquinonas como estructuras básicas de nuevos agentes 
terapéuticos.  
1.3. Quinonas y enfermedades neurodegenerativas 
Estudios in vitro muestran que la toxicidad del βA, implicada en la neurodegeneración 
de la EA, requiere la agregación de dicho péptido. Se ha demostrado que tanto la         
1,4-benzoquinona como la hidroquinona ejercen una actividad protectora frente a la 
toxicidad inducida por βA evitando la agregación de dicho péptido.28 
                                                            
25 (a) C. Stahlshcmidt, “Beiträge zur Kenntnifs der Polyporsäure, Liebigs Ann. Chem., 1879, 195,        
365-372. (b) C. Stahlshcmidt, “Ueber Eine Neue in der Natur Vorkommende Organische Säure”. 
Liebigs Ann. Chem., 1877, 187, 177-197.  
26 W. Thöner, “Ueber Einen in Einer Agaricus-Art Vvorkommenden Chinonartigen Körper”. Dtsch. 
Chem. Ges., 1878, 11, 533-535. 
27 W. Zopf, “Ueber Pilzfarbstoffe”. Bot. Ztg., 1889, 47, 85. 
28 (a) T. Tomiyama; H. Kaneko; K.I. Kataoka; S. Asano; N. Endo, “Rifampicin inhibits the toxicity of 
pre-aggregated amyloid peptides by binding to peptide fibrils and preventing amyloid-cell interaction”. 
Biochem. J., 1997, 322, 859-965. (b) T. Tomiyama; A. Shoji; K.I. Kataoka; Y. Suwa; S. Asano;            
H. Kaneko; N. Endo, “Inhibition of amyloid β protein aggregation and neurotoxicity by Rifampicin”.   
J. Biol. Chem., 1996, 271, 6839-6844. 
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La memoquina (Figura 6), un derivado de la 2,5-bis(diamino)-1,4-
benzoquinona,
29
 es una molécula diseñada racionalmente para actuar sobre diferentes 
dianas farmacológicas implicadas en la EA.
30
 Su modo de acción afecta a varios 
mecanismos relevantes de dicha enfermedad como son la formación de ROS, la 
agregación del péptido βA, la actividad AChE y la actividad β-secretasa. En modelos 
animales se ha observado que la memoquina produce una importante disminución de los 
síntomas neurodegenerativos de la EA experimental. Con este perfil farmacológico, la 
memoquina se presenta como fármaco candidato para el tratamiento de la EA.  
 
Figura 6. Estructura química de la memoquina 
                                                            
29 (a) K.S.T. Diasa; C. Viegas, “Multi-target directed drugs: A modern approach for design of new drugs 
for the treatment of Alzheimer’s disease”. Curr. Neuropharmacol., 2014, 12, 239-255. (b) V. Capurro; 
P. Busquet; J.P. Lopes; R. Bertorelli; G. Tarozzo; M.L. Bolognesi; D. Piomelli; A.Reggiani; A. Cavalli, 
“Pharmacological characterization of Memoquin, a multitarget compounds for the treatment of 
Alzheimer´s disease”. PLoS ONE, 2013, 8, e56870. (c) A. Cavalli; M.L. Bolognesi; S. Capsoni;            
V. Andrisano; M. Bartolini; E. Margotti; A. Cattaneo; M. Recanatini; C. Melchiorre, “A small molecule 
targeting the multifactorial nature of Alzheimer’s disease”. Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 2007, 46, 
3689-3692. 
30 M.L. Bolognesi; A. Cavalli; C. Melchiorre, “Memoquin: A multi-target-directed ligand as an 
innovative therapeutic opportunity for Alzheimer’s disease”. Neurotherapeutics, 2009, 6, 152-162. 
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La idebenona (6-(10-hidroxidecil)-5-metil-2,3-dimetoxi-1,4-benzoquinona; 
Figura 7) es un análogo sintético de la coenzima Q10 (Figura 7) que ha mostrado en 
ensayos clínicos una mejora de las funciones cognitivas y del déficit comportamental en 
pacientes que padecen EA.
31
 Ello sugiere que la idebenona podría estimular in vivo el 
factor de crecimiento nervioso.
32,33
 Incluso por ser un potente antioxidante mitocondrial, 
ejerce un efecto protector sobre las neuronas hipocampales frente a la neurotoxicidad 
inducida por βA (1-40).34  
  
Idebenona Coenzima Q10 
Figura 7. Estructura química de la idebenona y de la coenzima Q10 
 
 
 
                                                            
31 H. Gutzmann; D. Hardler, “Sustained efficacy and safety of idebenone in the treatment of Alzheimer’s 
disease: Update on a 2-year double-blind multicentre study”. J. Neural. Transm. Suppl., 1998, 54,   
301-310. 
32 (a) “Idebenone – Monograph”. Altern. Med. Rev., 2001, 6, 83-86. (b) K. Yamada; T. Tanada; D. Han, 
“Protective effects of Idebenone and alpha-tocopherol on beta-amyloid (1-42)-induced learning and 
memory deficits in rats: Inplication of oxidative stress in beta-amyloid-induced neurotoxicity in vivo”. 
Eur. J. Neurosci., 1999, 11, 83-90. (c) A. Nitta; T. Nabeshima, “Oral administration of Idebenone, a 
stimulator of NGF synthesis, recovers reduced NGF content in aged rat brain”. Neurosci. Lett., 1993, 
163, 219-222.  
33 El Factor de Crecimiento Nervioso es una proteína presente en el sistema nervioso central, necesaria 
para la supervivencia y desarrollo de las neuronas, las cuales, en ausencia de esta proteína, 
experimentan apoptosis o muerte celular. 
34 (a) P. Mecocci; M.C. Polidori,“Antioxidant clinical trials in mild cognitive impairment and Alzheimer’s 
disease”. Biochim. Biophys. Acta, 2012, 1822, 631-638. (b) K. Hirai; H. Hayakato; K. Kato, 
“Idebenone protects hippocampal neurons against amyloid beta-peptide-induced neurotoxicity in rat 
primary cultures”. Naunyn Schmmiederbergs Arch. Pharmacol., 1998, 358, 582-585. (c) A. Mordente; 
G.E. Martorama; G. Minotti; B. Giardina, “Antioxidant properties of 2,3-dinethoxy-5-methyl-6-(10-
hydroxydecyl)-1,4-benzoquinone (idebenone)”. Chem. Res. Toxicol., 1998, 11, 54-63. 
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2. ANTECEDENTES SINTÉTICOS DE QUINONAS 
En la bibliografía aparecen poco ejemplos de métodos generales de síntesis de quinonas 
en función de su sustitución.
35
 Entre los métodos más utilizados se encuentran la 
arilación de Meerwein,
36
 que consiste en la adición de sales de arildiazonio a alquenos 
electrodeficientes (Esquema 1a), la oxidación de los correspondientes compuestos 
aromáticos (un ejemplo se indica en el Esquema 1b),
37
 la arilación de Pummerer 
(Esquema 1c)
38
 y la arilación directa con arilos electrodonadores o compuestos 
heteroaromáticos (Esquema 1d).
39
 
 
                                                            
35 (a) T. Dohi; Y. Kita en “Quinone monoacetal compounds in application to controlled reactions with 
nucleophiles”.  Quinones, pp 85-140. Ed.: E.R. Price, S.C. Johnson, 2013. (b) I. Abraham; R. Joshi; P. 
Pardasani; R.T. Pardasani, “Recent advances in 1,4-benzoquinone chemistry”. J. Braz. Chem. Soc., 
2011, 22, 385-421. (c) Y. Zhao; Y. Zhang; J. Wang; H. Li; L. Wu; Z. Liu, “Synthesis of aryl-substituted 
1,4-benzoquinone via Palladium(II)-catalyzed decarboxylative coupling of arene carboxylate with     
1,4-benzoquinone”. Synlett, 2010, 2352-2356. (d) V. Siatis; Th. Vlachogianni; A. Valavanidis, 
“Quinones and quinone derivatives as pharmaceutical agents for the treatment of cancer recent 
advances in synthesis and evaluation of cytotoxic and antitumors activities”. Pharmakeutike, 2010, 23, 
1-15. (e) I.S. Marcos; A. Conde; R.F. Moro; P. Basabe; D. Diez; J.G. Urones, “Quinone/hydroquinone 
sesquiterpenes”. Mini-Rev. Org. Chem., 2010, 66, 8280. (f) H.B. Zhang; L. Liu; Y.J. Chen; D. Wang; 
C.J. Li, “Synthesis of aryl-substituted 1,4-benzoquinone via water-promoted and In(OTf)3-catalyzed in 
situ conjugate addition-dehydrogenation of aromatic compounds to 1,4-benzoquinone in water”. J. Adv. 
Synth. Catal., 2006, 348, 229-235. (g) M. Balci; M.S. Gultekin; M. Celik, “Product subclass 8: 
Alkynyl-, aryl-, and alkenyl-substituted benzo-1,4-quinones”. Synthesis, 2006, 28, 131-156. (h) M.C. 
Pirrung; Y. Liu; L. Deng; D.K. Halstead; Z. Li; J.F. May; M. Wedel; D.A. Austin; N.J.G. Webster, 
“Methyl scanning: Total synthesis of demethylasterriquinone B1 and derivatives for identification of 
sites of interaction with and isolation of its receptor(s)”. J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 4609-4624.      
(i) S.L. Zhang; Z.S. Huang; L.K. An; X.Z. Bu; L. Ma; Y.M. Li; A.S.C. Chan; L.Q. Gu, “Synthesis of 
zwitterionic 4-hydroxycoumarin derivatives through a unique reaction of 4-hydroxycoumarins with        
p-benzoquinone and pyridine”. Org. Lett., 2004, 6, 4853-4855. (j) P.T. Gallagher; “The synthesis of 
quinones”. Contemp. Org. Synth., 1996, 3, 433-466. (k) A.A. Kutyrev, “Nucleophilic reactions of 
quinones”. Tetrahedron, 1991, 47, 8043–8065. (l) S. Patai; Z. Rappoport en “The chemistry of the 
quinoid compounds”. Ed. Wiley (New York), 1988. Vol. 2; Parte 1 y 2.  
36 (a) D.W. Cameron; G.I. Feutrill; A.F. Patti; P. Perlmutter; M.A. Sefton, “Synthesis of some arylated 
quinones”. Aust. J. Chem, 1982, 35, 1501–1508. (b) K.T. Finley en “The addition and substitution 
chemistry of quinones”. The Chemistry of the quinonoid compounds. Capítulo 17. Volumen 2,              
pp 1043–1047. Ed.: John Wiley & sons, 1974. (c) J.F. Bagli; Ph. Écuyer, “Arylation of quinones by 
diazonium salts. VII. Synthesis and structure of some aryl-chloro-p-benzoquinones”. Can. J. Chem., 
1961, 39, 1037-1048. 
37 (a) M.G. Weaver; T.R.R. Pettus, en “Synthesis of  para- and ortho-quinones”. Comprehensive Organic 
Synthesis. Volumen 7, pp 373-410. Ed.: P. Knochel; G.A. Molander (2ª edición), 2014. (b) G.K. 
Dewkar; V.V. Thakur; S.A. Pardhy; A. Sudalai; S. Devotta, “Process for preparation of hydroquinones 
and quinones from oxidation of phenols”. Patent Number IN 2003DE01180 A. 2005. 
38 G. Sartori; R. Maggi; F. Bigi; A. Arienti; G. Casnati, “Reinvestigation of the Pummerer arylation of 
quinones: a selective approach to 2,2’,5’-trihydroxybiaryls”. Org. Biorg. Chem (1972-1999), 1993, 1, 
39-42. 
39 (a) N.G. Batenko; G. Karlivans; R.Valters, “Methods for the synthesis of heteroaryl-substituted          
1,4-Benzo- and 1,4-Naphthoquinones”. Chem. Heterocycl. Compound., 2005, 41, 691-717.                    
(b) T. Itahara, “Oxidative coupling of quinones and aromatic compounds by Palladium(II) acetate”.            
J. Org. Chem. 1985, 50, 5546–5550.  
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a) Arilación de Meerwein36a 
 
b) Oxidación de hidroquinonas mediante catálisis con CuSO4 soportado en alúmina
35b 
 
c) Arilación de Pummerer40 
 
d) Arilación directa empleando compuestos heteroaromáticos39a 
Esquema 1. Esquemas generales de los métodos más asiduos en la síntesis de quinonas 
Teniendo en cuenta que las arilaciones que se llevan a cabo sobre                    
1,4-benzoquinonas monosustituídas pueden conducir a 2,3- y/ó 2,5- y/ó                      
2,6-diaril-1,4-benzoquinonas. Por lo tanto, parece necesario el control de la 
regioselectividad del proceso. En su mayoría, este tipo de transformaciones suelen 
transcurrir con baja regioselectividad y bajo rendimiento en el caso de grupos arilos 
electrodeficientes. En este contexto, los acoplamientos cruzados mediados por metales 
de transición han tenido un mayor alcance que otros procedimientos.
40
 Su aplicación 
requiere de la funcionalización previa, de manera selectiva, del material de partida ya 
sea por halógenos o restos triflatos, para que el acoplamiento tenga lugar (Esquema 2). 
Por tanto, resulta de interés el desarrollo de alguna nueva metodología que permita la 
arilación directa regioselectiva de quinonas tanto por grupos aromáticos 
electrodonadores como electroaceptores. 
                                                            
40 (a) I. Ullah; R.A. Khera; M. Hussain; A. Villinger; P. Langer, “Synthesis of tetraaryl-p-benzoquinones 
by Suzuki–Miyaura cross-coupling reactions of  tetrabromo-p-benzoquinone”. Tetrahedron Lett., 2009, 
50, 4651-4653. (b) A. Palmgren; A. Thorarensen; J.E. Backvall, “Efficient synthesis of symmetrical   
2,5-disubstituted benzoquinones via Palladium-catalyzed double Negishi coupling”. J. Org. Chem., 
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 Esquema 2. Esquema general de los acoplamientos cruzados con                  
funcionalización previa del material de partida  
Dado que las quinonas presentan la propiedad de ser aceptores de Michael y que 
existe un amplio número de ácidos arilborónicos capaces de reaccionar con un amplio 
espectro de alquenos electrodeficientes bajo catálisis de metales de transición, han 
aparecido en la bibliografía diferentes ejemplos de adiciones conjugadas de este tipo de 
reactivos a quinonas y a monoacetales de quinona catalizadas por Rh(I) (Esquema 3).
41
  
 
a) Adición directa de ácidos arilborónicos a quinona41b 
 
b)  Adición de ácidos arilborónicos a quinona monoacetilada41d 
Esquema 3. Ejemplos de adiciones conjugadas de ácidos arilborónicos                                        
a quinonas bajo catálisis de Rh(I) 
                                                                                                                                                              
1998, 63, 3764-3768. (c) L.S. Liebeskind; S.W. Riesinger, “Substituted quinones synthesis by 
Palladium-Copper cocatalyzed cross-coupling of stannylquinones with aryl and heteroaryl iodides”.   
J. Org. Chem., 1993, 58, 408–413.  
41 Para la adición directa de ácidos arilborónicos a quinonas catalizada por Rh(I), ver: (a) W.L. Duan; Y. 
Imazaki; R. Shintani; T. Hayashi, “Asymmetric construction of chiral C–N axes through Rhodium-
catalyzed 1,4-addition”. Tetrahedron, 2007, 63, 8529-8536. (b) R. Shintani; W.L. Duan; T. Hayashi, 
“Rhodium-catalyzed asymmetric construction of quaternary carbon stereocenters: Ligand-dependent 
regiocontrol in the 1,4-addition to substituted maleimides”. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 5628-5629.  
Para la adición de ariltrifluoroboratos, ver: (c) O.M. Demchuk; K.M. Pietrusiewicz, “New and efficient 
protocol for arylation of quinones”. Synlett, 2009, 1149-1153. 
Para la adición de ácidos arilborónicos a quinonas monoacetiladas, ver: (d) N. Tokunaga; T. Hayashi, 
“Asymmetric 1,4-addition of organoboron reagents to quinone monoketals catalyzed by a chiral 
diene/rhodium complex: A new synthetic route to enantioenriched 2-aryltetralones”. Adv. Synth. Catal., 
2007, 349, 513-516.  
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A pesar de su versatilidad como agente catalítico, el alto precio del Rh(I) ha 
impulsado el empleo de otros sistemas catalíticos más económicos para llevar a cabo 
transformaciones similares. En concreto, se han desarrollado métodos que permiten las 
reacciones de adición de ácidos organoborónicos empleando Pd(II).
42
 
En este contexto, los resultados previos de nuestro grupo de investigación han 
demostrado la posibilidad de arilación directa de 1,4-nafto- y 1,4-antraquinonas 
mediante la adición de ácidos arilborónicos bajo catálisis de complejos dicatiónicos de 
Pd(II)
43 
(Esquema 4).  
 
 
  
1 4 5 
 
Rto global (optimizado) 
80 - 90 % 
4:5 = 100:0 – 10-90 
   
2 6 7 
 
Rto global (optimizado) 
65 - 70 % 
6:7 = 65:35 – 60:40 
   
3 8 9 
R = H, OH, OAc, OMe  
Rto global (optimizado)  
70 - 85 % 
8:9 = 100:0 – 0:100 
Esquema 4. Adición conjugada de ácidos arilborónicos sobre                                     
1,4-naftoquinonas y 1,4-antraquinonas
43 
                                                            
42 (a) N. Miyaura, “Special account on Palladium(II)-catalyzed additions of arylboronic acids to 
electron-deficient alkenes, aldehydes, imines, and nitriles”. Synlett, 2009, 2039-2050. (b) A. Gutnov, 
“Palladium-catalyzed asymmetric conjugate addition of aryl–metal species”. Eur. J. Org. Chem., 2008, 
4547-4554. (c) Y. Yamamoto; T. Nishikata; N. Miyaura, “1,4-additions of arylboron, -silicon, and         
-bismuth compounds to unsaturated carbonyl compounds catalyzed by dicationic Palladium(II) 
complexes”. Pure Appl. Chem., 2008, 80, 807-817. (d) Y. Yamamoto; T. Nishikata; N. Miyaura, 
“Rhodium(I)- or Palladium(II)-catalyzed 1,4-additions of organoboron, -silicon and -bismuth 
compounds to electron-deficient alkenes”. J. Synth. Org. Chem. Jpn., 2006, 64, 1112-1121.  
43 M.T. Molina; C. Navarro; A. Moreno; A.G. Csákÿ, “Arylation by benzo-fused 1,4-naphtoquinones by 
the addition of boronic acids under dicationic Pd(II)-catalysis”. Org. Lett., 2009, 11, 4938-4941. 
 
Capítulo IV 
128 
El interés del procedimiento radica en la posibilidad de evitar la funcionalización 
de los sistemas de quinona precursores con halógenos u otros grupos funcionales 
susceptibles de reacciones de acoplamiento tipo Stille o Suzuki. Adicionalmente, el 
método resultó de aplicación en quinonas hidroxiladas sin necesidad de O-protección.  
Por otra parte, al usar quinonas sustituidas como material de partida, el proceso 
fue altamente regioselectivo, con una marcada influencia de la protección o no de los 
grupos hidroxilo sobre la regioselectividad. Por todo ello, los resultados que se 
obtuvieron son especialmente adecuados para la preparación de 2- ó 3-aril-1,4-
naftoquinonas polihidroxiladas.  
Por tanto, desde el punto de vista sintético, resulta de interés ampliar dicho 
estudio a la síntesis regioselectiva de 2,5-diaril- y 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 
empleando como materiales de partida 2-aril-1,4-benzoquinonas mediante arilación 
directa de ácidos arilborónicos y catálisis con especies de Pd(II) (Esquema 5).  
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3. OBJETIVOS 
El objetivo del presente capítulo consiste, en primer lugar, en el estudio y desarrollo de 
un nuevo método de arilación directa de 2-aril-1,4-benzoquinonas 10, mediante la 
adición de ácidos arilborónicos 11 tanto electrodonadores como electroaceptores, 
empleando cantidades catalíticas de Pd(II) (Esquema 5). Ello permitirá obtener, de 
manera selectiva, tanto para-terfenilquinonas (2,5-diaril-1,4-benzoquinonas, 12) como 
meta-terfenilquinonas (2,6-diaril-1,4-benzoquinonas, 13). 
Para ello, la hipótesis de partida se basará en llevar a cabo la adición selectiva 
del nucleófilo Ar
2
-Pd(II) sobre C5 ó C6 ya sea en función de la demanda electrónica del 
anillo aromático en C2 del material de partida 10, o bien, en función de los ligandos del 
metal.  
 
Esquema 5. Esquema de reacción para la síntesis regioselectiva de terfenilquinonas     
12 y 13 
Debido a la existencia de moléculas con estructura de quinona que presentan 
actividad farmacológica frente a diferentes dianas terapéuticas, se evaluará la actividad 
farmacológica de algunos de los compuestos sintetizados en cuanto a su capacidad de 
inhibición de la enzima β-secretasa y su efecto en la fibrilogénesis in vitro del péptido 
βA. 
En resumen, el estudio que aquí se presenta comprenderá las siguientes etapas: 
A. Optimizar las condiciones de reacción para obtener selectivamente                
2,5- y 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas (12 y 13, respectivamente). 
B. Estudiar  la influencia del ácido borónico 11 sobre la regioselectividad. 
C. Evaluación farmacológica. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Síntesis de 2,5- y 2,6-terfenilquinonas 
4.1.1. Optimización de las condiciones de reacción de Miyaura44 
Como punto de partida del estudio se llevó a cabo la adición conjugada del ácido 
fenilborónico 11a sobre la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a, empleándose las condiciones 
de reacción de Miyaura (Esquema 6),
44
 utilizadas previamente en el grupo de 
investigación para llevar a cabo la arilación directa de 1,4-naftoquinonas con ácidos 
arilborónicos.
45
  
 
Esquema 6. Adición conjugada del ácido fenilborónico 11a sobre la                             
2-fenil-1,4-benzoquinona 10a empleando el sistema catalítico                                       
Pd(acac)2 – dppben (Condiciones de Miyaura)
44 
Antes de comentar los resultados obtenidos, en el Esquema 7 se muestra un 
posible mecanismo de reacción por el cual tienen lugar las adiciones conjugadas de 
ácidos arilborónicos 11 sobre 2-aril-1,4-benzoquinonas 10. 
En primer lugar, la especie de Pd(II) catalíticamente activa [L2Pd(OH2)2]
2+
 A se 
genera in situ mediante reacción de Pd(acac)2 y CuBF4·H2O en presencia de una 
bifosfina (dppben) como ligando. A continuación, la transmetalación con el ácido 
fenilborónico 11a conduce a la formación de la especie catiónica arilpaladio (II) B. La 
coordinación con el doble enlace C=C de la quinona 10a, seguido de la adición 
conjugada de la especie arilpaladio C al sistema α,β-insaturado permite la formación de 
los enolatos D (D2), que se encuentran en equilibrio tautomérico con las formas ceto D1 
y son altamente susceptibles a la hidrólisis.
46
 Por último, la hidrólisis de las especies D 
                                                            
44 T. Nishikata; Y. Yamamoto; N. Miyaura,“1,4-Addition of arylboronic acids and arylsiloxanes to       
α,β-unsaturated carbonyl compounds via transmetalation to dicationic Palladium(II) complexes”.  
Organometallics, 2004, 23, 4317-4324. 
45 M.T. Molina; C. Navarro; A. Moreno; A.G. Csákÿ, “Arylation of benzo-fused 1,4-quinones by the 
addition of boronic acids under dicationic Pd(II)-Catalysis”. Org. Lett., 2009, 21, 4938-4941. 
46 (a) D.A. Culkin; J.F. Hartwig, “C-C Bond-forming reductive elimination of ketones, esters and amides 
from isolated arylpalladium(II) enolates”. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 5816–5817. (b) A.C. Albéniz; 
 
Síntesis y evaluación in vitro de la actividad neuroprotectora de Arilquinonas 
131 
conduce a la obtención de los fenoles 14a y 15a y a la regeneración de la especie 
catalíticamente activa A capaz de comenzar de nuevo el ciclo catalítico.  
Esquema 7. Posible mecanismo de reacción de adición conjugada de ácidos 
arilborónicos 11 sobre 2-aril-1,4-benzoquinonas 10 
Hemos de indicar que las hidroquinonas 14a y 15a se oxidaron, sin previa 
separación, para conseguir los compuestos 12a y 13a (Esquema 8).  
 
Esquema 8. Esquema de reacción en el que se muestra la obtención de las                          
diaril-1,4-benzoquinonas 12a y 13a mediante oxidación                                                            
de sus precursores fenólicos 14a y 15a 
                                                                                                                                                              
N.M. Catalina; P. Espinet; R. Redón, “Bonding models in Palladium(II) enolates: Consequences for 
dynamic behaviour and reactivity”. Organometallics, 1999, 18, 5571–5576. 
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En un primer ensayo, se obtuvo una proporción de regioisómeros 2,5- y                      
2,6-difenil-1,4-benzoquinonas (12a y 13a, respectivamente) de 31:69 (Esquema 6). 
Con el objetivo de optimizar el proceso de síntesis para obtener 
regioselectivamente ambos regioisómeros 12a y 13a, se llevó a cabo la modificación de 
los distintos parámetros de reacción: la especie catalítica de Pd(II), el ligando, la 
presencia de aditivos próticos o ácidos de Lewis y la combinación de disolvente 
orgánico-agua (Esquema 9).  
 
Esquema 9. Esquema general de adición conjugada de 11a a 10a en la                                
que se muestran los parámetros susceptibles de optimización 
En primer lugar, se evaluó la influencia de la naturaleza de diferentes bifosfinas 
como ligando manteniendo constante el resto de variables: Pd(acac)2, Cu(BF4)2·H2O a 
temperatura ambiente en dioxano:H2O (10:1) (Tabla 1).  
Manteniendo el resto de los parámetros de reacción y modificando la bifosfina 
(Tabla 1, entradas 2-5), no se observó ningún aumento significativo en la proporción de 
regioisómeros. Únicamente, empleando 1,2-bis(difenilfosfino)butano (dppb) se observó 
un ligero incremento a favor del regioisómero 13a obteniéndose una proporción 18:82, 
acompañado de un notable descenso del rendimiento, que fue de un 60%                   
(Tabla 1, entrada 5). Adicionalmente, en ausencia de bifosfina (Tabla 1, entrada 6), se 
obtuvo una relación de regioisómeros similar al empleo de dppben (Tabla 1, entrada 1) 
pero con una disminución del rendimiento a prácticamente la mitad. 
Tabla 1. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(acac)2. 
Estudio de la influencia de las bisfosfinas como ligandos
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Exp. Nº Ligandos (5 mol %) 12a : 13ab Rendimiento global (%)a 
1 dppben 31:69 86 
2 dppethy 25:75 62 
3 dppp 22:78 68 
4 dppe 20:80 63 
5 dppb 18:82 60 
6c ----- 28:72 41 
a 
Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a
 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a  
c
 Ensayo llevado a cabo sin fosfina en el medio de reacción 
A continuación, se evaluó el efecto de la presencia de diferentes aditivos en el 
medio de reacción, fijando como ligando dppben y como disolvente la mezcla 
dioxano:H2O (10:1) (Tabla 2).  
Tabla 2. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(acac)2. 
Estudio del efecto de la adición de aditivos  
 
 
Exp. Nº Aditivo (1 eq) 12a : 13ab Rendimiento global (%)a 
1c ----- 31:69 86 
2 HBF4 29:71 66 
3 AgOSO2CF3 30:70 78 
4d CF3CO2H ----- ----- 
a
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a
 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a   
c
 Ensayo llevado a cabo sin aditivo en el medio de reacción 
d 
Únicamente se recuperó el material de partida 10a 
Como se observa, la presencia o no de aditivo en el medio de reacción fue 
indiferente en cuanto a la regioselectividad (Tabla 2, entrada 2 y 3). En presencia de 
ácido trifluoroacético (Tabla 2, entrada 4), la reacción no evolucionó, recuperándose la 
benzoquinona 10a de partida.  
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Seguidamente, se examinaron diferentes mezclas disolvente orgánico-agua 
empleando como ligando la dppben y en ausencia de aditivos.   
Tabla 3. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(acac)2. 
Estudio de la influencia de los disolventes 
 
 
Exp. Nº Disolvente 12a : 13aa Rendimiento global (%)b 
1 Dioxano:H2O = 10:1 31:69 86 
2 Dioxano:H2O = 8:2 18:82 90 
3 Dioxano:H2O = 7:3 44:56 68 
4 EtOH:H2O = 10:1 21:79 79 
5 MeOH:H2O = 10:1 21:79 74 
6 THF:H2O = 10:1 15:85 93 
7 THF:H2O = 8:2 30:70 72 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                 
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a    
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
Los mejores resultados se obtuvieron con la mezcla THF:H2O (10:1) con la que 
se aumentó la proporción del regioisómero 13a hasta un 85% (Tabla 3, entrada 6). 
Por último, se consideró la influencia de diferentes precursores de cobre 
necesarios para formar in situ la especie catalíticamente activa [L2Pd(OH2)2]
2+                     
(Tabla 4). 
Tabla 4. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(acac)2. 
Estudio de la influencia del precursor de Cu   
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Exp. Nº Precursor de Cu (eq) 12a : 13ab Rendimiento global (%)a 
1 Cu(BF4)2·H2O 0,25 15:85 93 
2 Cu(BF4)2·H2O 0,5 28:72 93 
3 Cu(BF4)2·H2O 0,125 30:70 91 
4 Cu(SO4)·5H2O 0,25 26:74 23 
5 Cu(OAc)·H2O 0,75 32:68 42 
6 Cu(CF3SO3) 0,25 32:68 69 
a  
Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a
 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de 
reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                       
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a 
No se obtuvo mejora en la regioselectividad del proceso ni modificando la sal de 
cobre (Tabla 4, entradas 4-6) ni la relación estequiométrica (Tabla 4, entradas 1-3). Por 
tanto, la sal de cobre que dio lugar a mejores resultados fue el tetrafluoroborato de cobre 
a 0,25 eq (Tabla 4, entrada 1), obteniéndose una relación de regioisómeros 12a:13a de 
15:85. 
En resumen, la síntesis de 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a se ve favorecida por 
el tratamiento de la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a con Pd(acac)2 (5 mol %),                                          
1,2-bis(difenilfosfino)benceno (dppben, 5 mol %; ver tabla 1) y Cu(BF4)2·H2O          
(0,25 eq; ver tabla 4) como combinación óptima para generar la especie catalíticamente 
activa de Pd(II) a temperatura ambiente en THF:H2O (10:1) como disolvente. 
Una vez optimizadas las condiciones de reacción para obtener mayoritariamente 
el regioisómero 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a, se estudió la influencia de la 
sustitución del ácido borónico 11 (Tabla 5) por grupos tanto electrodonadores                        
(Tabla 5, entradas 3 y 4) como electroaceptores (Tabla 5, entradas 5-8). 
Tabla 5. Adiciones conjugadas de ácidos arilborónicos 11 a 10a, catalizadas por 
Pd(acac)2, dppben y CuBF4·H2O en THF:H2O (10:1) como disolvente 
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Exp. 
Nº 
Ar2B(OH)2 11 12 : 13
a Rendimiento global (%)b 
1 PhB(OH)2 11a 12a:13a 15:85 93 
2 p-MeOPhB(OH)2 11b 12b:13b 0:100 63 
3 3,4-diMeOPhB(OH)2 11c 12c:13c 26:74 56 
4 p-FPhB(OH)2 11d 12d:13d 18:82 45 
5 p-CF3PhB(OH)2 11e 12e:13e 25:75 89 
6 p-BrPhB(OH)2 11f 12f:13f 20:80 40 
7 c o-FPhB(OH)2 11g 12g:13g ----- ----- 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de 
reacción considerando las señales de los H   
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
c
 Tan sólo se recuperó la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a de partida 
Considerando los grupos donadores y aceptores por separado, se observó que 
cuanto más electrodonador fuera el sustituyente (Tabla 5, compárense las                           
entradas 1 y 2), el proceso se favorecía hacia la formación del regioisómero 13                                      
(2,6-diaril-1,4-benzoquinona). Sin embargo, al aumentar la electronegatividad del 
sustituyente del anillo del ácido borónico (Tabla 5, compárense las entradas 1, 4 y 5), 
aumentaba ligeramente la proporción de 12 (2,5-diaril-1,4-benzoquinona, tabla 5, 
entrada 5). Además, también parece influir la posición del sustituyente en el anillo 
aromático del ácido borónico 11 ya que, cuando el sustituyente se encuentra en posición 
orto (Tabla 5, entrada 7) en lugar de para (Tabla 5, entrada 4), la reacción no 
evoluciona, recuperándose la benzoquinona de partida 10a.  
4.1.2. Evaluación de otras condiciones de reacción 
Puesto que con el método descrito anteriormente se obtiene mayoritariamente la         
2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 13, se exploraron diferentes sistemas catalíticos descritos 
en la bibliografía para obtener en la mayor proporción posible las                                         
2,5-diaril-1,4-benzoquinonas 12 (Tabla 6). 
Tabla 6. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, empleando diferentes sistemas 
catalíticos 
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Exp. Nº Catalizador Ligando Base Aditivo Disolvente 12a:13a
a 
1
b Pd2(dba)3·CHCl3 PPh3 Cs2CO3 ----- Tolueno ----- 
2
c [Pd(COD)(Cl)2] dppe ----- AgSF6 Diox:H2O 10:1 26:74 (43%) 
3
d [Pd(COD)(Cl)2] ----- ----- AgSF6 Diox:H2O 10:1 26:74 (46%) 
4
e Pd(OAc)2 2,2’-bipy ----- ----- CH3NO2 15:85 (73%) 
5
f Pd(OAc)2 P(OPh)3 ----- CsCO3 DMF, Δ ----- 
6
g Pd(OAc)2 dppben ----- Cu(BF4)·H2O THF:H2O 10:1 28:72 (77%) 
7
h [Pd(bipy)2(OH)2] 
(BF4) 
----- ----- ----- MeOH 24:76 (83%) 
8
i [Pd(bipy)2(OH)2] 
(BF4) 
----- ----- ----- THF:H2O 10:1 26:74 (81%) 
9
j Pd(dba)2 dppben ----- Cu(BF4)·H2O THF:H2O 10:1 34:66 (35%) 
10
k Pd(dba)2 dppben ----- HBF4 THF:H2O 10:1 24:76 (53%) 
12
l Pd(OCOCF3)2 dppben ----- ----- THF:H2O 10:1 64:36 (77%) 
a La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 1H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de reacción                                            
considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son: δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 
13a 
b Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, Pd2(dba)3·CHCl3 (2,5 mol %), PPh3 (5 mol %), 2 eq de 11a y           
Cs2CO3 (1 eq) en tolueno.
47 Sólo se recuperó la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a de partida 
c Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, [PdCl2(COD)] (5 mol %), dppben (5,5 mol %), AgSbF6 (10 mol %) y       
3 eq de 11a en Diox:H2O = 10:1 
d Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, [PdCl2(COD)] (5 mol %), AgSbF6 (10 mol %) y 3 eq de 11a en    
Diox:H2O = 10:1 
e Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, Pd(OAc)2 (5 mol %), 2,2’-bipy (20 mol %), 1,76 eq de 11a en CH3NO2.
48 
Sólo se recuperó la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a de partida 
f Reacción llevada a cabo a 75ºC con 1 eq de 10a, Pd(OAc)2 (6 mol %), P(OPh)3 (5 mol %), 1,3 eq de 11a y            
Cs2CO3 (1,7 eq) en DMF
49 
g Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, Pd(OAc)2 (5 mol %), dppben (5 mol %), Cu(BF4)2·H2O (0,25 eq) y     
1,76 eq de 11a en THF:H2O = 10:1 
h Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, [Pd(bpy)2(OH)2]
2+·2BF4 (0,5 mol %) y 1,5 eq de 11a en MeOH
50 
i Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, [Pd(bpy)2(OH)2]
2+·2BF4 (5 mol %) y 1,5 eq de 11a en THF:H2O = 10:1 
j Reacción llevada a cabo a TA con con 1 eq de 10a, Pd(dba)2 (5 mol %), dppben (5 mol %), Cu(BF4)2·H2O (0,25 eq) y 
1,76 eq de 11a en THF:H2O = 10:1 
k Reacción llevada a cabo a TA con con 1 eq de 10a, Pd(dba)2 (5 mol %), dppben (5 mol %), HBF4 (0,25 eq) y 1,76 eq de 
11a en THF:H2O = 10:1 
l Reacción llevada a cabo a TA con 1 eq de 10a, Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), dppben (5,5 mol %) y 3 eq de 11a en   
THF:H2O = 10:1
51 
                                                            
47 T. Yamamoto; M. Iizuka; H. Takenata; T. Ohta; Y. Ito, “Addition reaction of arylboronic acids to 
aldehydes and α,β-unsaturates carbonyl compounds catalyzed by conventional palladium complexes in 
the presence of chloroform”. J. Organomet. Chem., 2009, 694, 1325-1332. 
48 X. Lu; S. Lin, “Pd(II)-Bipyridine catalyzed conjugate addition of arylboronic acid to α,β-unsaturated 
carbonyl compounds”. J. Org. Chem., 2005, 23,9651-9653. 
49 D. Ray; A. Nyong; A. Natarajan, “Synthesis of unnatural amino acids derivatives via Palladium-
catalyzed 1,4-addition of boronic acids”. Tetrehedron Lett., 2010, 51, 2655-2656. 
50 S. Lui; X. Lu, “Cationic Pd(II)/bipyridine-catalyzed conjugate addition of arylboronic acids to         
β,β-disubstitutes enones: Construction of quaternary carbon centers”. Org. Lett., 2010, 11, 2536-2539. 
51 F. Gini; B. Hessen; A.J. Minnaard, “Palladium-catalyzed enantioselective conjugate addition of 
arylboronic acids”. Org. Lett., 2005, 7, 5309-5312. 
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Las únicas condiciones reactivas que permitieron obtener el regioisómero                   
2,5-difenil-1,4-benzoquina 12a en mayor proporción (12a:13a = 64:36, con un 
rendimiento global del 77%) fueron las descritas por Minnaard,
51
 en las que la especie 
de Pd(II) catalíticamente activa se forma in situ mediante reacción de Pd(OCOCF3)2 y la 
correspondiente fosfina, en este caso la dppben (Tabla 6, entrada 12), como ligando. 
4.1.3. Optimización de las condiciones de reacción de Minnaard51 
A partir de este resultado, se llevó a cabo un estudio de optimización de las condiciones 
de reacción empleando la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a y el ácido fenilborónico 11a 
con objeto de dirigir la regioselectividad del proceso hacia la obtención mayoritaria de                            
2,5-diaril-1,4-benzoquinonas 12. Para ello, se modificaron las posibles variables del 
proceso: fosfinas, aditivos y el disolvente (Esquema 10). 
 
Esquema 10. Esquema de reacción para la síntesis regioselectiva de terfenilquinonas 
12 y 13, empleando el sistema catalítico Pd(OCOCF3)2 -bifosfina 
La optimización del sistema catalítico comenzó variándose la naturaleza del 
ligando, empleándose tanto bifosfinas como monofosfinas. Adicionalmente, también se 
ensayó el proceso de adición conjugada empleándose únicamente el catalizador, en 
ausencia de ligandos (Tabla 7). 
Observando el efecto de las diferentes monofosfinas (Tabla 7, entradas 2-5), tan 
sólo con la triciclohexilfosfina (Tabla 7, entrada 4) se obtuvo una proporción de 
regioisómeros similar a la obtenida previamente empleando como ligando la dppben 
(Tabla 7, entrada 1). Por el contrario, cuando el proceso catalítico se produjo en 
ausencia de ligando (Tabla 7, entrada 6), se observó la inversión en la proporción de 
regioisómeros con respecto al empleo de fosfinas obteniendo, de nuevo, como 
regioisómero mayoritario el 13a (67%). 
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Tabla 7. Adiciones conjugadas del PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(OCOCF3)2. 
Estudio de la influencia de las diferentes fosfinas como ligandos
 
 
 
Exp. Nº Ligando (5,5 mol %) 12a : 13ab Rendimiento global (%)a 
1 dppben 64:36 77 
2 PPh3 40:60 81 
3 (CH3C6H4)3P 45:55 64 
4 (C6H11)3 P 63:35 83 
5 C12H27P 46:54 23 
6 ------ 33:67 79 
a  
Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
b  
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                  
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a    
c
  Ensayo llevado a cabo sin fosfina en el medio de reacción 
A continuación, se evaluó la importancia de la presencia de aditivos en el medio 
de reacción, tanto en presencia (Tabla 8, entradas 1-4) como en ausencia de ligando                
(Tabla 8, entradas 5-8). 
En ambos casos se consiguió mejorar la regioselectividad del proceso en los dos 
sentidos. En presencia de dppben (Tabla 8, entradas 1-4), se consiguió aumentar la 
proporción del regioisómero 12a hasta un 76% empleando como aditivo el HBF4                
(Tabla 8, entrada 2). Paralelamente, en ausencia de fosfinas, también se obtuvo un 
aumento del regioisómero 13a hasta el 77% (Tabla 8, entrada 8), cuando se empleó el 
triflato de plata como aditivo. 
Tabla 8. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(OCOCF3)2. 
Estudio del efecto de la adición de aditivos
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Exp. Nº Ligando (5,5 mol %) Aditivo (1 eq) 12a:13ab Rendimiento global (%)a 
1c dppben ----- 64:36 77 
2 dppben HBF4 76:24 74 
3 dppben AgOSO2CF3 57:43 64 
4 dppben CF3CO2H 57:43 45 
5c,d ----- ----- 33:67 79 
6d ----- HBF4 38:62 82 
7d ----- AgBF4 45:55 78 
8d ----- AgOSO2CF3 23:77 76 
9 d ----- AgSbF6 29:71 23 
a  
Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
b 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                 
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a   
c  
Ensayo llevado a cabo sin aditivo en el medio de reacción 
d  
Ensayo llevado a cabo sin ligando en el medio de reacción 
Las regioselectividades observadas se pueden explicar considerando los 
diferentes sitios de coordinación de ambos aditivos en la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a 
de partida.
35f
 Al emplearse como aditivo el HBF4 se favorece la coordinación del protón 
con el oxígeno del grupo carbonilo más impedido, conduciendo mayoritariamente al 
producto 2,5 (compuesto 12a; Figura 8A). Sin embargo, el empleo de AgOSO2CF3, 
conlleva la coordinación del catión Ag
+
 (de mayor tamaño que el protón) al oxígeno del 
carbonilo menos impedido, conduciendo al regioisómero 2,6 como mayoritario             
(Figura 8B). 
 
Figura 8. Coordinación de los aditivos que conducen a las regioselectividades 
mayoritarias: A. HBF4 y  B. AgOSO2CF3 
Seguidamente, se examinó qué mezcla de disolvente orgánico-agua era la idónea 
para una mejor optimización del método (Tabla 9). 
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Tabla 9. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(OCOCF3)2. 
Estudio de la influencia de los disolventes 
 
 
Exp  
Nº 
Ligando 
(5,5 mol %) 
Aditivo  
(1eq) 
Disolvente 12a : 13aa 
Rendimiento 
global (%)b 
1 dppben HBF4 THF 79:21 80 
2 dppben HBF4 THF:H2O 10:1 76:24 74 
3c dppben HBF4 THF:H2O Δ 10:1 70:30 76 
4 dppben HBF4 THF:H2O 8:2 85:15 90 
5 dppben HBF4 THF:H2O 7:3 73:21 85 
6 dppben HBF4 Dioxano 62:38 68 
7 dppben HBF4 Diox:H2O 10:1 79:21 59 
8 dppben HBF4 Diox:H2O 8:2 63:36 64 
9 dppben HBF4 EtOH 60:40 41 
10 dppben HBF4 EtOH:H2O 10:1 84:16 60 
11 dppben HBF4 EtOH:H2O 8:2 52:48 72 
12 dppben HBF4 MeOH:H2O 10:1 66:34 82 
13 dppben HBF4 Acetona 42:58 86 
14 dppben HBF4 Acetona:H2O 10:1 94:6 83 
15d ----- AgOSO2CF3 THF:H2O 10:1 20:80 90 
16d ----- AgOSO2CF3 THF:H2O 8:2 28:72 47 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de 
reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son: δ = 6,98 ppm 
para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a   
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
c
 Ensayo llevado a cabo a 50ºC 
d
 Ensayo llevado a cabo sin ligando en el medio de reacción 
Empleando la dppen y HBF4 en el medio de reacción (Tabla 9, entradas 1-14), 
resultó que los disolventes etanol y acetona (Tabla 9, entrada 10 y 14) con agua en 
proporción 10:1 condujeron a una mayor proporción de 12a. Sin embargo, estos 
resultados no fueron reproducibles. Por ello, se descartaron y se consideraron como 
mezclas idóneas de disolventes o bien THF:H2O (Tabla 9, entrada 2-5) ó bien, 
dioxano:H2O (Tabla 9, entrada 7 y 8). Ya que ambas mezclas de disolvente 
proporcionaron regioselectividades semejantes, se eligió la formada por THF:H2O    
(Tabla 9, entradas 1-5) para evaluar a continuación la influencia de la temperatura de 
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reacción (Tabla 9, entrada 2 y 3) y la influencia del agua en el medio de reacción   
(Tabla 9, entrada 1, 2, 4 y 5). Al aumentar la temperatura de reacción a 50ºC, se observó 
un ligero descenso de la regioselectividad del proceso (Tabla 9, entrada 3). Por último, 
se evaluó la influencia del agua en la reacción (Tabla 9 entradas 1, 2, 4 y 5), 
obteniéndose mejores resultados con la mezcla THF:H2O (8:2) con una proporción 
12a:13a de 82:18.  
Paralelamente, también se ensayaron mezclas de disolvente THF:H2O en 
ausencia de fosfina y presencia de triflato de plata (Tabla 9, entradas 15 y 16), 
obteniéndose como mezcla óptima la mezcla 8:2 (Tabla 9, entrada 15). 
Por último, se realizaron una serie de ensayos adicionales para probar el efecto 
de otras bifosfinas en el proceso (Tabla 10). Para ello, se emplearon las condiciones 
hasta el momento optimizadas es decir, Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), ligando (5,5 mol %) y 
HBF4 (1 eq) en THF:H2O 10:1 a temperatura ambiente. 
Se observó, que al emplear la 1,2-bis(difenilfosfino)etano (Tabla 10, entrada 2) 
en lugar de la 1,2-bis(difenilfosfino)benceno (Tabla 10, entrada 1), la proporción del 
regioisómero 12a disminuyó ligeramente hasta un 71%. Esta disminución es más 
acusada con el empleo de la 1,2-bis(difenilfosfino)butano (Tabla 10, entrada 3) que 
provoca, incluso, la inversión de la regioselectividad del proceso.  
Tabla 10. Adiciones conjugadas de PhB(OH)2 11a a 10a, catalizadas por Pd(OCOCF3)2 
y HBF4 en THF:H2O 8:2. Estudio del efecto de bifosfinas como ligando
a 
 
 
Exp. Nº Ligando (5,5 mol %) 12a : 13ª Rendimiento global (%)b 
1 dppben 85:15 90 
2 dppe 71:29 94 
3 dppb 37:67 12 
a
 La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los protones cuyo desplazamiento químico son:                
δ = 6,98 ppm para 12a y δ = 6,80 ppm para 13a    
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
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Por tanto, la síntesis de la 2,5-difenil-1,4-benzoquinona 12a se ve favorecida por 
el tratamiento de la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a con Pd(OCOCF3)2 (5 mol %),                                          
1,2-bis(difenilfosfino)benceno (dppben, 5,5 mol %) y HBF4 (1 eq) como combinación 
óptima para generar la especie catalíticamente activa de Pd(II) a temperatura ambiente 
en THF:H2O (8:2) como disolvente. 
Por otra parte, la síntesis de la 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a se ve 
favorecida en ausencia de ligando (es decir, sin fosfina) en el medio de reacción. Así, el 
tratamiento de la 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a con Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), 
PhB(OH)2 (3 eq) y AgOTf (1 eq) a temperatura ambiente en THF:H2O (10:1) permite la 
síntesis regioselectiva de 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a tras la oxidación del crudo 
de reacción. 
Una vez optimizadas las condiciones de reacción para obtener ambos 
regioisómeros (12a y 13a), se estudió la influencia de la sustitución del ácido borónico 
11 (Tabla 11 y 12) por grupos tanto electrodonadores (Tabla 11, entradas 2 y 3;       
Tabla 12, entradas 2 y 3) como electroaceptores (Tabla 11, entradas 4 y 5;                
Tabla 12, entradas 4-6). 
Tabla 11. Adiciones conjugadas de los Ar
2
B(OH)2 11 a 10a, catalizadas por 
Pd(OCOCF3)2, dppben y HBF4 a TA en THF:H2O = 8:2 
 
 
Exp. Nº Ar2B(OH)2 11 12 : 13
a Rendimiento global (%)b 
1b PhB(OH)2 11a 12a:13a 85:15 90 
2 p-MeOPhB(OH)2 11b 12b:13b 50:50 60 
3 3,4-diMeOPhB(OH)2 11c 12c:13c 74:26 47 
4 p-FPhB(OH)2 11d 12d:13d 65:35 85 
5 p-CF3PhB(OH)2 11e 12e:13e 70:30 70 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de 
reacción considerando las señales de los H   
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
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Como se observa en la tabla 11, se obtuvo el se obtuvo el regioisómero 12 (2,5-
diaril-1,4-benzoquinona) en mayor proporción, excepto para la adición del ácido p-
metoxifenilborónico 11b (Tabla 11, entrada 2) en cuyo caso, la regioselectividad fue 
prácticamente inexistente.  
Tabla 12. Adiciones conjugadas de los Ar
2
B(OH)2 11 a 10a, catalizadas por 
Pd(OCOCF3)2 y  Ag(OSOCF3) a TA en THF:H2O = 10:1. 
 
 
Exp. Nº Ar2B(OH)2 11 12 : 13
a Rendimiento global (%)b 
1b PhB(OH)2 11a 12a:13a 20:80 90 
2 p-MeOPhB(OH)2 11b 12b:13b 40:60 60 
3 3,4-diMeOPhB(OH)2 11c 12c:13c 38:62 51 
4 p-FPhB(OH)2 11d 12d:13d 30:70 60 
5 p-CF3PhB(OH)2 11e 12e:13e 35:65 70 
6 p-BrPhB(OH)2 11f 12f:13f 35:65 54 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo de 
reacción considerando las señales de los H   
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12a  y 13a 
Por otra parte, en las adiciones conjugadas llevadas a cabo con Pd(OCOCF3)2, 
Ag(OSOCF3) a temperatura ambiente en THF:H2O, 10:1 (Tabla 12), se obtuvo en todos 
los ensayos el regioisómero 13 (2,6-diaril-1,4-benzoquinona), excepto para la adición 
del ácido p-metoxifenilborónico 11b (Tabla 12, entrada 2), en cuyo caso la 
regioselectividad fue prácticamente inexistente.  
Un comportamiento semejante se observó cuando se llevaron a cabo las 
adiciones conjugadas empleando los diferentes métodos hasta el momento optimizados 
sobre la 2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 10b (Tabla 13). 
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Tabla 13. Adiciones conjugadas de los ácidos arilborónicos 11 a 10b, empleando los 
métodos hasta el momento optimizados (Métodos A, B y C) 
 
Exp 
Nº 
Ar2B(OH)2 11 Método 12 : 13
a 
Rendimiento  
global (%)b 
1 PhB(OH)2 11a A 12a:13a 37:63 40 
2 p-MeOPhB(OH)2 11b A 12h:13h 32:68 58 
4 p-FPhB(OH)2 11d A 12i:13i 22:78 51 
6 PhB(OH)2 11a B 12a:13a 70:30 70 
7 p-MeOPhB(OH)2 11b B 12h:13h 50:50 60 
9 p-FPhB(OH)2 11d B 12i:13i 70:30 70 
11 PhB(OH)2 11a C 12a:13a 40:60 70 
12 p-MeOPhB(OH)2 11b C 12h:13h 40:60 60 
14 p-FPhB(OH)2 11d C 12i:13i 30:70 65 
a 
La valoración de la mezcla se realizó sobre el espectro de 
1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) del crudo 
de reacción considerando las señales de los H 
b
 Rendimiento global referido a la mezcla de regioisómeros 12 y 13 
MÉTODO A: 1 eq de 10b, Pd(acac)2 (5 mol %), dppben (5 mol %), Cu(BF4)2·H2O (0,25 eq) y 
1,76 eq de Ar
2
B(OH)2 11 en THF:H2O = 10:1 a TA 
MÉTODO B: 1 eq de 10b, Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), dppben (5,5 mol %), HBF4 (1 eq) y 3 eq de 
Ar
2
B(OH)2 11 en THF:H2O = 8:2 a TA 
MÉTODO C: 1 eq de 10b, Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), AgOTf (1 eq) y 3 eq de Ar
2
B(OH)2 11 en                 
THF:H2O = 10:1 a TA 
Adicionalmente, se modificaron estructuralmente algunos de las terfenilquinonas 
12 y 13 sintetizados para su posterior evaluación farmacológica.  
Así, se realizó la reducción (NaBH4, MeOH, TA, 1h) de la 2,5-difenil-1,4-
benzoquinona 12a y de la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 13b obteniéndose 
respectivamente la 2,5-difenil-1,4-hidroquinona 14a y la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-
hidroquinona 15b (Esquema 11). 
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Esquema 11. Obtención de las diaril-1,4-hidroquinonas 14a (38%) y 15b (25%),                
por reducción de sus correspondientes diaril-1,4-benzoquinonas 12a y 13b 
También se sintetizaron los compuestos 1,4-diacetoxi-5-fenil-2-                        
(p-trifluorometilfenil)benceno 16e, 1,4-diacetoxi-2,5-di(p-metoxifenil)benceno 16h, 
1,4-diacetoxi-2,6-difenilbenceno 17a y 1,4-diacetoxi-6-fenil-2-(p-metoxifenil)benceno 
17b mediante acetilación reductiva (Zn, Ac2O, NaOAc, Δ, 90 min.) de                                                    
5-fenil-2-(p-trifluorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e, 2,5-di(p-metoxifenil)-1,4-
benzoquinona 12h, 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a y 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-
benzoquinona 13b respectivamente (Esquema 12). 
 
Esquema 12. Obtención de los compuestos 1,4-diacetoxi-diarilbenceno 16e (26%),   
6h (47%), 17a (24%) y 17b (70%), por acetilación reductiva de sus correspondientes                                                 
diaril-1,4-benzoquinonas 12e, 12h, 13a, 13b 
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Por último, por hidrólisis selectiva (K2CO3, MeOH, 0ºC, 4,5 h.) del grupo acetilo 
menos impedido del 1,4-diacetoxi-6-fenil-2-(p-metoxifenil)benceno 17b, se obtuvo el 
1-acetoxi-6-fenil-4-hidroxi-2-(p-metoxifenil)benceno 18b (Esquema 13). 
 
Esquema 13. Obtención de 1-acetoxi-6-fenil-4-hidroxi-2-(p-metoxifenil)benceno 18b 
(70%) por hidrólisis selectiva 1,4-diacetoxi-6-fenil-2-(p-metoxifenil)benceno 17b 
4.2. Evaluación farmacológica 
Anteriormente, en nuestro grupo de investigación se habían evaluado las propiedades 
antiamiloidogénicas de una serie de 1,4-naftoquinonas que habíamos sintetizado    
(Tabla 14).
 52
 
Tabla 14. 1,4-naftoquinonas ensayadas previamente por nuestro grupo de investigación, 
consideradas en el presente capítulo 
  
 
Inhibición     
β-secretasa 
CI50 (µM) 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  R Ar 
1 5a H Ph 9,33 ----- ----- 
2 5b H p-OHPh 8,22 ----- ----- 
3 5c OH Ph 12,56 ----- ----- 
4 5d OH p-OHPh 16,09 ----- ----- 
5 5e OMe p-MeOPh 11,21 22,55 ----- 
 
 
 
                                                            
52 P. Bermejo-Bescós; S. Martín-Aragón; K.L. Jiménez-Aliaga; A. Ortega; M.T. Molina; E. Buxaderas; 
G. Orellana; A.G. Csákÿ, “In vitro antiamyloidogenic properties of 1,4-naphtoquinones”. Biochim. 
Biophys. Res. Commun., 2009, 400, 169-174. 
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Inhibición     
β-secretasa 
CI50 (µM) 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  R Ar 
6 4c OH Ph 8,98 ----- ----- 
7 4f OMe p-OHPh 10,31 16,59 5,05 
Como se muestra en la tabla, se encontró que algunas de las                                       
2-aril-1,4-naftoquinonas 5 (Tabla 14, entradas 1–4) y 3-aril-1,4-naftoquinonas, 4c 
(Tabla 14, entrada 6) inhibían la β-secretasa sin efecto alguno en la agregación o 
desagregación del péptido βA. Sin embargo, la 1,4-naftoquinona 5e (Tabla 14,      
entrada 5) mostró tanto actividad inhibitoria de β-secretasa como de la agregación del 
péptido βA, sin provocar la desagregación de las fibras preformadas del péptido βA. Sin 
embargo, la 1,4-naftoquinona 4f (Tabla 14, entrada 7) presentó cierta actividad en las 
tres dianas.  
A la vista de estos antecedentes, se llevó a cabo un estudio farmacológico con 
las 1,4-benzoquinonas, similar al realizado con las 1,4-naftoquinonas. 
4.2.1. Determinación de la viabilidad celular 
En primer lugar, se estudió la viabilidad de células de neuroblastoma tratadas con las              
1,4-benzoquinonas sintetizadas, de forma que las concentraciones no citotóxicas serían 
las adecuadas para llevar a cabo los diferentes ensayos farmacológicos. Por ello, la 
citotoxicidad se determinó mediante el ensayo de reducción mitocondrial del MTT a 
formazán
53
 en la línea celular SH-SY5Y, empleada ampliamente en estudios de 
neuroprotección y neurotoxicidad. 
Las 1,4-benzoquinonas se ensayaron a la concentración final de 20 µM, 
observándose que a excepción de 12b, 12d, 12i, 13e y 13i (Tabla 15), la gran mayoría 
carecían de citotoxicidad.  
                                                            
53  La determinación de la viabilidad celular se encuentra descrita en la Parte Experimental Farmacológica 
del presente capítulo. 
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Tabla 15. Viabilidad celular de las 1,4-benzoquinonas citotóxicas a 20 µM en la línea 
celular de neuroblastoma SH-SY5Y  
 
 
Viabilidad 
(%) 
 Ar1 Ar2 
1 13e Ph p-CF3Ph 100 
2 13i p-MeOPh p-FPh 62,50 
 
 
 
Viabilidad 
(%) 
 Ar1 Ar2 
3 12b Ph p-MeOPh 56,29 
4 12d Ph p-FPh 78,08 
5 12i p-MeOPh p-FPh 66,22 
Estos compuestos, que resultaron ser citotóxicos para estas células, se 
descartaron para los ensayos farmacológicos in vitro.  
4.2.2. Inhibición de la fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide 
Debido al hecho de que la máxima concentración a la que las diarilbenzoquinonas y sus 
derivados reducidos no eran citotóxicos fue de 20 µM, se ensayaron inicialmente los 
compuestos tanto en la inhibición de la agregación del péptido βA, como en la 
desagregación de las fibras preformadas del péptido βA a dicha concentración. Estos 
compuestos mostraron una actividad inhibitoria o desagregante de al menos un 50%, 
por lo que se analizaron más profundamente para determinar su valores de CI50 y de 
CE50 (Tablas 16, 17, 18, 19).  
Centrándonos en la inhibición de la agregación del péptido βA, se observó que 
las 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 13a y 13b, las cuales se diferencian por la presencia de 
un grupo metoxi en uno de los anillos fenílicos de 13b, mostraron actividades similares                      
(Tabla 16, entrada 1 y 2). 
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Tabla 16. Efecto en la fibrilogénesis del péptido βA de 2,6-diaril-1,4-benzoquinas 13 y                                  
2,6-diaril-1,4-hidroquinonas 15 
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 13a Ph Ph 9,28 9,00 
2 13b Ph p-MeOPh 9,56 7,87 
  
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
3 15b Ph p-MeOPh 17,83 8,24 
Al comparar la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 13b (Tabla 16, 
entrada 2) con su forma reducida, la hidroquinona 15b (Tabla 16, entrada 3), se observó 
una disminución en la actividad inhibitoria ya que su valor de CI50 aumentó 
prácticamente el doble. Además, se ha de resaltar que este es el mayor valor de CI50 
obtenido entre todas las 1,4-benzoquinonas. 
La capacidad de inhibir la agregación del péptido βA se perdió completamente 
cuando se llevó a cabo la mono- ó diacetilación de la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-
hidroquinona 15b (18b y 17b, respectivamente. Tabla 17, entrada 1 y 2). La misma 
tendencia se observó con la 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a (Tabla 16, entrada 1) y su 
forma reducida diacetilada 17a (Tabla 17, entrada 3). 
Tabla 17. Efecto en la fibrilogénesis del péptido βA de 2,6-diaril-1,4-benzoquinas 
acetiladas 17 y 18 
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 18b Ph p-MeOPh ----- ----- 
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Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
2 17b Ph p-MeOPh ----- ----- 
3 17a Ph Ph ----- ----- 
Existen numerosos estudios que indican que los enlaces de hidrógeno son 
determinantes en las interacciones entre los polifenoles y las proteínas.
54
 Por este 
motivo, la acetilación de los grupos hidroxilo de las moléculas de hidroquinona 
perjudica en la actividad inhibitoria de la agregación ya que implica la pérdida de 
enlaces de hidrógeno. 
En cuanto a la serie 2,5-diaril-1,4-benzoquinona 12, se observa que la                                 
6-fenil-2-(p-trifluorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e (Tabla 18, entrada 1) mostró el 
valor más bajo de CI50 de todos los compuestos estudiados. Mientras que su homólogo 
12h presentó un valor considerablemente mayor que 12e (Tabla 18, entrada 2). 
Tabla 18. Efecto en la fibrilogénesis del péptido βA de 2,5-diaril-1,4-benzoquinas 12 
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 12e Ph p-CF3Ph 14,19 12,31 
2 12h p-MeOPh p-MeOPh 6,37 7,15 
Estos resultados parecen indicar que la presencia de un grupo trifluorometilo en 
uno de los anillos fenílicos provoca la disminución de la inhibición de la agregación del 
péptido βA. 
Como ya se observó en las 1,4-benzoquinonas 2,6 diariladas y diacetiladas             
(Tabla 17, entrada 2 y 3), los 1,4-diacetoxi-2,5-diaril-bencenos 16e y 16h tampoco 
mostraron actividad inhibidora (Tabla 19, entrada 1 y 2). 
 
                                                            
54 T. Richard; X. Vitrac; J.M. Merillon; J.P. Monti, “Role of peptide primary sequence in polyphenol-
protein recognition: An example with neurotensin”. Biochim. Biophys. Acta, 2005, 3, 238-243. 
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Tabla 19. Efecto en la fibrilogénesis del péptido βA de 1,4-diacetoxi-2,5-diaril-
bencenos 16 y 2,5-diaril-1,4-hidroquinonas 14 
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 16e Ph p-CF3Ph >50 >50 
2 16h p-MeOPh p-MeOPh ----- >50 
 
  
 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
3 14a Ph Ph >50 14,28 
Sin embargo, la 2,5-difenil-1,4-hidroquinona 14a (Tabla 19, entrada 3) no 
mostró actividad inhibidora de la agregación del péptido βA, en comparación con la 
serie 2,6-diaril-1,4-hidroquinona (Tabla 16, entrada 3). 
En cuanto a la capacidad de desagregación de las fibras preformadas del péptido 
βA, se observó que las reducciones llevadas a cabo en la serie                                        
2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 13 hacían preservar la actividad con respeto a las no 
reducidas. Esto se observó al comparar la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 
13b (CE50 = 7,87 µM; Tabla 16, entrada 2) con su derivado hidroxilado                                 
6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-hidroquinona 15b (CE50 = 8,24 µM; Tabla 16, entrada 3). 
Sin embargo, en la serie 2,5-diaril-1,4-benzoquinona 12, la 2,5-di(p-metoxifenil)-1,4-
benzoquinona 12h (CE50 = 7,15 µM; Tabla 18, entrada 2) fue considerablemente más 
activa que la 2,5-difenil-1,4-hidroquinona 14a (CE50 = 14,28 µM; Tabla 19, entrada 3).  
También se observó que la trifuorometilación de uno de los anillos fenílicos en 
las diaril-1,4-benzoquinonas conducía a la pérdida de actividad, como se aprecia en la                     
5-fenil-2-(p-trifluorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e (CE50 = 12,31 µM; Tabla 18, 
entrada 1). Este hecho podría ser debido al impedimento estérico ejercido en la unión al 
péptido βA. 
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Por último, no se encontró actividad desagregante alguna en ninguno de los 
derivados acetilados, 18b, 17b, 17a (Tabla 17, entradas 1, 2 y 3 respectivamente) y 16e 
y 16h (Tabla 19, entradas 1 y 2). 
4.2.3. Inhibición de la actividad β-secretasa 
Con respecto a la inhibición de la enzima β-secretasa, todas las 1,4-benzoquinonas 
ensayadas presentaron dicha actividad en el orden µM (Tablas 20, 21 y 22). 
Los valores de CI50 de las 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 13a y 13h indicaron que 
la introducción de grupos metoxi en los anillos fenílicos provocaba un efecto negativo 
con respecto a la inhibición de la β-secretasa (Tabla 20, entrada 1 y 2).  
Tabla 20. Efecto en la inhibición de la enzima β-secretasa de diaril-1,4-benzoquinas  
  
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 13a Ph Ph 11,43 
2 13h p-MeOPh p-MeOPh 13,41 
 
  
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
3 12e Ph p-CF3Ph 6,52 
4 12h p-MeOPh p-MeOPh 23,26 
La disminución de actividad provocada por la presencia de grupos metoxi 
también se observó en la serie 2,5-diaril-1,4-benzoquinona 12. Así, se apreció la 
disminución de actividad de la 2,5-di(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 12h presentando 
el mayor valor de CI50 de entre todos los compuestos ensayados (Tabla 20, entrada 4). 
Hay que resaltar que la trifluorometilación de uno de los anillos fenílicos de las 
1,4-benzoquinonas, en contraposición al efecto que provocaba en la inhibición de la 
agregación del péptido βA (12e, Tabla 18, entrada 1), condujo a un aumento de la 
inhibición de β-secretasa. De hecho, la mayor inhibición, de entre todas las quinonas 
ensayadas, se obtuvo con la 5-fenil-2-(p-trifuorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e 
(Tabla 20, entrada 3). 
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Por otra parte, la diacetilación tanto de las 2,5- como de las                                           
2,6-diaril-1,4-benzoquinonas no afectó significativamente a la actividad inhibitoria de              
β-secretasa (Tabla 21). Tan sólo en el caso de la reducción de la                                                                     
5-fenil-2-(p-trifuorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e no fue favorable para la 
inhibición de β-secretasa, ya que el valor de CI50 de la 1,4-diacetoxi-5-fenil-2-             
(p-trifuorometilfenil)benceno 16e (Tabla 21, entrada 1) duplicó al valor de 12e                      
(Tabla 20, entrada 3). 
Tabla 21. Efecto en la inhibición de la enzima β-secretasa de diaril-1,4-benzoquinas 
acetiladas 
  
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 17a Ph Ph 20,01 
2 17b Ph p-MeOPh 11,15 
 
  
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
3 16e Ph p-CF3Ph 12,12 
4 16h p-MeOPh p-MeOPh 23,92 
 
  
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
5 18b Ph p-MeOPh 11,29 
Se observó que tanto la diacetilación 17b (Tabla 21, entrada 4) como la 
monoacetilación selectiva 18b (Tabla 21, entrada 5) de la                                                             
6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 13b (Tabla 20, entrada 2) no mostraron una 
influencia selectiva en la capacidad de inhibir β-secretasa. 
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Por último, se observó que la hidroxilación de ambas series, 2,5- y                             
2,6-diaril-1,4-benzoquinonas no condujo a un comportamiento similar (Tabla 22). 
Tabla 22. Efecto en la inhibición de la enzima β-secretasa de diaril-1,4-hidroquinonas 
 
 
 
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 15b Ph p-MeOPh 9,10 
 
 
 
 
 
Inhibición de β-secretasa 
CI50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
2 14a Ph Ph 15,96 
Mientras que la hidroxilación de la 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona 
13b (Tabla 20, entrada 2) condujo a un aumento en la actividad inhibidora de                
β-secretasa 15b (Tabla 22, entrada 1), la 2,5-difenil-1,4-dihidroquinona 14a (Tabla 22, 
entrada 2) fue bastante menos activa que 15b (Tabla 22, entrada 1). 
Del conjunto de los resultados farmacológicos se desprende que tres de los 
compuestos (2,6-difenil-1,4-benzoquinona 13a, 6-fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-
benzoquinona 13b y 5-fenil-2-(p-trifuorometilfenil)-1,4-benzoquinona 12e presentan 
buena actividad frente a las tres dianas ensayadas inhibición de β-secretasa, inhibición 
de la agregación del péptido βA y desagregación de las fibras preformadas del péptido 
βA (Tabla 23). 
Tabla 23. Resumen del efecto en la inhibición de la enzima β-secretasa y del efecto en 
el proceso de agregación de βA de diaril-1,4-benzoquinonas 
  
 
Inhibición de 
β-secretasa 
CI50 (µM) 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
1 13a Ph Ph 11,43 9,28 9,00 
2 13b Ph p-MeOPh 13,41 9,56 7,87 
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Inhibición de 
β-secretasa 
CI50 (µM) 
Inhibición 
Agregación 
CI50 (µM) 
Desagregación 
CE50 (µM) 
  Ar1 Ar2 
3 12e Ph p-CF3Ph 6,52 14,19 12,31 
Sin embargo, las 2,6-diaril-1,4-benzoquinonas 13a y 13b (Tabla 23,             
entradas 1 y 2) fueron más activas en la inhibición de la agregación y desagregación de 
las fibras preformadas del péptido βA; la 2,5-diaril-1,4-benzoquina 12e (Tabla 23, 
entrada 3) mostró mayor inhibición de β-secretasa. 
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5. CONCLUSIONES 
Se ha desarrollado un nuevo método de síntesis regioselectivo de 2,4- y 2,6-terfenil-1,4-
benzoquinonas. Para ello, se ha llevado a cabo la arilación directa de 1,4-benzoquinonas 
monofuncionalizadas 10 empleando ácidos arilborónicos 11 y catálisis de Pd. 
Las condiciones óptimas para obtener regioselectivamente la                                        
2,5-difenil-1,4-benzoquinona 12a con una proporción del 85% y un rendimiento del 
77% fueron el empleo de Pd(OCOCF3)2 como especie catalítica, dppben como ligando, 
HBF4 como aditivo y la mezcla THF:H2O en proporción 8:2 como disolvente. 
Por otra parte, la obtención regioselectiva de la 2,6-difenil-1,4-benzoquinona 
13a se ha optimizado por dos métodos distintos: 
1. Pd(acac)2, dppben, Cu(BF4)2·H2O en THF:H2O, 10:1; obteniéndose 13a con una 
proporción del 85% y un rendimiento del 79%. 
2. Pd(OCOCF3)2 en ausencia de ligando fosfina y AgOSO2CF3 en THF:H2O, 10:1; 
obteniéndose 13a con una proporción del 80% y un rendimiento del 72%.  
Adicionalmente, se observó que la regioselectividad del proceso se modificó en 
función de la sustitución tanto de los ácidos arilborónicos 11 como del material de 
partida 10. 
Por último, los resultados ponen de manifiesto que las 2,6-diaril-1,4-
benzoquinonas 13 son potenciales candidatos para el desarrollo de nuevos fármacos 
constituidos por pequeñas moléculas de carácter lipófilo, con potencial terapéutico en 
enfermedades neurodegenerativas.  
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6. PARTE EXPERIMENTAL QUÍMICA 
6.1. Materiales y métodos generales55 
La 2-fenil-1,4-benzoquinona 10a así como todos los ácidos arilborónicos 11 utilizados 
son productos comerciales y se usaron sin mayor purificación, al igual que los distintos 
catalizadores de Pd(II). Los disolventes no necesitaron ser purificados en el momento de 
su uso. Se empleó como co-disolvente agua desionizada.  
6.2. Síntesis de la 2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 10b 
Se sintetizó siguiendo el proceso de diazotización de Brassard y L’Ecuyer.56  
La p-metoxianilina (previamente destilada, 0,8 eq) fue disuelta en HCl 
concentrado (0,2 mL/mmol) previamente diluido con agua (0,8 mL/mmol) y se bajó la 
temperatura hasta 0ºC. Se adicionó el NaNO2 (0,7 eq) disuelto en agua (0,2 mL/mmol), 
seguido de una disolución acuosa (8,3 mL/mmol) de la 1,4-benzoquinona. La mezcla de 
reacción fue agitada durante 4 h a 0ºC. La 2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquina 10b se 
filtró y se purificó por cristalización en Acetona/H2O.  
 
C13H10O3 
P.M. = 214,06 g/mol 
Sólido marrón oscuro 
Punto de fusión = (109 – 115) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,3 
Rendimiento 46%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,86 (s, 3H, CH3O); 6,81 – 6,85 (m, 3H);    
6,94 – 7,00 (m, 2H, HAr); 7,45 – 7,51  (m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (CH3O); 114,2 (2 CHAr); 125,0 (CAr); 
130,9 (2 CHAr); 131,1 (CH); 136,3 (CH); 137,0 (CH); 145,2 (C); 161,4 (CAr); 187,1 
(C=O); 187,6 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 3054, 2962, 1654, 1643, 1603, 1588, 1507, 1464, 1441, 1342, 
1299, 1246, 1177, 1101, 1030, 977, 947, 924, 849, 826, 734, 652, 616. 
                                                            
55 Véase capítulo III, página 90 para la descripción de los materiales y métodos generales. 
56 (a) W. Brian; Carlson and Larry L. Miller, “Mechanism of the oxidation of NADH by quinones. 
Energetics of one-electron and hydride routes”. J. Am. Chem. Soc., 1985, 107, 479-485.                       
(b) P. Brassard; P. L’Ecuyer, “L’Arylation des quinones par les sels de diazonium”. Can. J. Chem., 
1958, 36, 700-708. 
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Análisis elemental 
Calculado C: 72,89;  H: 4,71 Encontrado C: 72,92;  H: 4,91 
6.3. Síntesis de Terfenilquinonas 
6.3.1. Procedimientos generales para la síntesis de terfenilquinonas 
Método A: Pd(acac)2 y Cu(BF4)2·H2O 
Sin exclusión previa del aire o humedad, se adicionaron sucesivamente la                       
2-aril-1,4-benzoquinona de partida 10 (1 eq), el Pd(acac)2 (5 mol %), el ligando 
bifosfina correspondiente (5 mol %) el ácido arilborónico 11 (1,76 eq), y el 
Cu(BF4)·6H2O (0,25 eq). Se adicionó la mezcla disolvente orgánico-H2O (4 mL/mmol) 
y fue agitada durante 24 h a temperatura ambiente. El crudo de reacción se filtró sobre 
gel de sílice-MgSO4, lavándose repetidas veces con DCM. El disolvente fue evaporado 
a presión reducida. A continuación, el producto se disolvió en DCM y se adicionó el 
FeCl3·6H2O (3 eq). La mezcla se agitó durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado ese 
tiempo, se filtró sobre gel de sílice-MgSO4, se lavó repetidas veces con DCM y el 
disolvente fue evaporado a presión reducida. Los productos se aislaron por 
cromatografía en gel de sílice empleando como eluyente mezclas Hexano:DCM. 
Método B: Pd(OCOCF3)2, ligando y HBF4 
Sin exclusión previa del aire o humedad, el Pd(OCOCF3)2 (5 mol %), el ligando 
bifosfina correspondiente (5,5 mol %) se agitaron en THF (8 mL/mmol) a temperatura 
ambiente durante 10 min. El ácido arilborónico 11 (3 eq), la 2-aril-1,4-benzoquinona de 
partida 10 (1 eq) y el H2O (2 mL/mmol) se adicionaron sucesivamente seguidos del 
HBF4 (1 eq). La mezcla fue agitada durante 24 h a temperatura ambiente. Se adicionó 
una disolución acuosa de NaHCO3 (10 mL) saturada y la fase acuosa fue extraída con 
éter (3 x 10 mL). La fase orgánica secó con MgSO4, se filtró y el disolvente fue 
evaporado a presión reducida. A continuación, el producto se disolvió en DCM y se 
trató con FeCl3·6H2O (3 eq) durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se 
filtró sobre gel de sílice-MgSO4, se lavó repetidas veces con DCM y el disolvente se 
evaporó a presión reducida. Los productos se aislaron por cromatografía en gel de sílice 
empleando como eluyente mezclas Hexano:DCM. 
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Método C: Pd(OCOCF3), y Ag(OSO2CF3) 
Sin exclusión previa del aire o humedad, el Pd(OCOCF3)2 (5 mol %) se disolvió en 
THF (10 mL/mmol) a temperatura ambiente. Se adicionó sucesivamente el ácido 
arilborónico 11 (3 eq), la 2-aril-1,4-benzoquinona de partida 10 (1 eq), el H2O                 
(1 mL/mmol) y el Ag(OSO2CF3) (1 eq) y la mezcla fue agitada durante 24 h a 
temperatura ambiente. Se adicionó una disolución acuosa de NaHCO3 (10 mL) saturada 
y la fase acuosa fue extraída con éter (3 x 10 mL). La fase orgánica se secó con MgSO4, 
se filtró y el disolvente fue evaporado a presión reducida. A continuación, el producto se 
disolvió en DCM y se trató con FeCl3·6H2O (3 eq) durante 1 h a temperatura ambiente. 
Pasado ese tiempo, se filtró sobre gel de sílice-MgSO4, se lavó repetidas veces con 
DCM y el disolvente fue evaporada a presión reducida. Los productos se aislaron por 
cromatografía en gel de sílice empleando como eluyente mezclas Hexano:DCM. 
6.3.2. Síntesis de terfenilquinonas 
A. 2,5-Difenil-1,4-benzoquinona, 12a 
 
C18H12O2 
P.M. = 260,08 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (211 – 214) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,8 
 
Rendimiento (%) 
Método A 14 Método B 77 Método C 14 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,98 (s, 2H, H3 y H6); 7,46 – 7,51                 
(m, 6H, HAr); 7,53 – 7,59 (m, 4H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 128,5 (4 CHAr); 129,3 (4 CHAr);                  
130,1 (2 CHAr); 132,5 (2 C); 133,4 (2 CH); 145,6 (2 C); 187,0 (2 C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 3060, 1635, 1612, 1475, 1435, 910, 756, 698. 
Análisis elemental 
Calculado C: 83,06;  H: 4,65 Encontrado C: 83,26;  H: 4,80 
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B. 5-Fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 12b 
 
C19H14O3 
P.M. = 290,09 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (173 – 176) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,5 
 
Rendimiento (%) 
A partir de: 10a 10b 10a 10b 10a 10b 
Método A --- 15 Método B 31 49 Método C 24 28 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,88 (s, 3H, CH3O); 6,94 (s, 1H); 6,95 (s, 1H); 
6,97 – 7,51 (m, 2H, HAr); 7,44 – 7,51 (m, 3H, HAr); 7,52 – 7,60 (m, 4H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (CH3O); 114,2 (2 CHAr); 124,8 (CAr); 
128,5 (2 CHAr); 129,3 (2 CHAr); 130,0 (CHAr); 130,9 (2 CHAr); 131,5 (CH); 132,6 
(CAr); 133,2 (CH); 145,3 (C); 145,9 (C); 162,8 (CAr); 187,4 (C=O); 187,9 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2923, 2852, 1640, 1604, 1513, 1464, 1444, 1351, 1298, 1261, 
1198, 1180, 1036, 906, 834, 818, 769, 702, 694. 
Análisis elemental 
Calculado C: 78,61;  H: 4,86 Encontrado C: 82,96;  H: 4,55 
 
C. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-5-fenil-1,4-benzoquinona, 12c 
 
C20H16O4 
P.M. = 320,10 g/mol 
Sólido rojo 
Punto de fusión = (266 – 271) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,25 
 
Rendimiento (%) 
Método A 15 Método B 35 Método C 19 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,95 (s, 3H, CH3O); 3,95 (s, 3H, CH3O); 6,95 
(s, 1H); 6,96 (s, 1H); 7,14 (d, 2H, J = 1,8 Hz, HAr); 7,23 (dd, 1H, J = 2,0 y 8,4 Hz, HAr); 
7,44 – 7,51 (m, 3H, HAr); 7,52 – 7,58 (m, 2H, HAr). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 56,0 (2 CH3O); 111,1 (CHAr); 112,3 (CHAr); 
122,9 (CHAr); 125,1 (CAr); 128,6 (2 CHAr); 129,3 (2 CHAr); 130,1 (CHAr); 131,7 (CH); 
132,6 (CAr); 133,2 (CH); 144,9 (C); 145,5 (C); 149,0 (CAr); 151,1 (CAr); 187,0 (C=O); 
187,4 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2926, 2853, 1648, 1590, 1572, 1514, 1463, 1445, 1260, 1221, 
1184, 1167, 1145, 1024, 910, 858, 806, 765, 698. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,99;  H: 5,03 Encontrado C: 74,81;  H: 4,89 
D. 5-Fenil-2-(p-fluorofenil)-1,4-benzoquinona, 12d 
 
C18H11FO2 
P.M. = 278,07 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (186 – 190) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,7 
 
Rendimiento (%) 
Método A 8 Método B 55 Método C 18 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,96 (s, 1H); 6,98 (s, 1H); 7,14 – 7,21          
(m, 3H, HAr); 7,46 – 7,51 (m, 3H, HAr); 7,53 – 7,60 (m, 3H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 115,7 (CHAr); 115,9 (CHAr); 128,5 (CAr); 
128,6 (2 CHAr); 129,4 (2 CHAr); 130,2 (CHAr); 131,3 (CHAr); 131,5 (CHAr); 132,4 
(CAr); 132,9 (CH); 133,1 (CH); 144,5 (C); 145,7 (C); 165,6 (CAr); 186,8 (C=O);     
186,9 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2926, 1652, 1603, 1510, 1349, 1241, 1163, 1080, 909, 838, 699, 
691. 
Análisis elemental 
Calculado C: 77,69;  H: 3,98 Encontrado C: 77,83;  H: 3,85 
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E. 5-Fenil-2-(p-trifluorometilfenil)-1,4-benzoquinona, 12e 
 
C19H11F3O2 
P.M. = 328,07 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (202 – 206) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,7 
 
Rendimiento (%) 
Método A 22 Método B 49 Método C 24 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 7,01 (s, 1H); 7,02  (s, 1H); 7,46 – 7,53          
(m, 3H, HAr); 7,54 – 7,59 (m, 2H, HAr); 7,67 (d, 2H, J = 8,2 Hz, HAr); 7,75                  
(d, 2H, J = 8,2 Hz, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 125,5 (CHAr); 125,5 (CHAr); 128,7 (CHAr);        
129,0 (CAr); 129,4 (2 CHAr); 129,7 (2 CHAr); 130,4 (2 CHAr); 132,3 (CAr); 133,0 (CH);            
134,1 (CH); 135,9 (CAr); 144,4 (C); 145,9 (C); 186,4 (C=O); 186,7 (C=O).  
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2921, 2856, 1326, 1261, 1168, 1127, 1070, 1019, 702. 
Análisis elemental 
Calculado C: 69,51;  H: 3,38 Encontrado C: 69,45;  H: 3,49 
F. 2-(p-Bromofenil)-5-fenil-1,4-benzoquinona, 12f 
 
C18H11BrO2 
P.M. = 337,99; 339,99 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = ( 244– 247) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,7 
 
Rendimiento (%) 
Método A 8 Método B ----- Método C 19 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,97 (s, 1H); 6,98 (s, 1H); 7,42 – 7,46             
(m, 3H, HAr); 7,47 – 7,52 (m, 1H, HAr); 7,52 – 7,58 (m, 3H, HAr); 7,59 – 7,65               
(m, 2H, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 125,0 (CAr); 128,6 (2 CHAr); 129,3 (2 CHAr); 
130,3 (CHAr); 130,8 (2 CHAr); 131,7 (CAr); 131,9 (2 CHAr); 132,4 (CAr); 133,1 (CH); 
133,1 (CH); 144,9 (C); 146,2 (C); 186,6 (C=O); 186,8 (C=O). 
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IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2926, 2850, 1730, 1653, 1596, 1491, 1463, 1258, 1180, 1074, 
1011, 910. 
Análisis elemental 
Calculado C: 63,74;  H: 3,27 Encontrado C: 63,92;  H: 3,39 
G. 2,5-Di(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 12h 
 
C20H16O4 
P.M. = 320,10 g/mol 
Sólido naranja 
Punto de fusión = (257 – 262) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,5 
 
Rendimiento (%) 
Método A 15 Método B 21 Método C 18 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,88 (s, 6H, 2CH3O); 6,91 (s, 2H); 6,97 – 7,02 
(m, 4H, HAr); 7,53 – 7,58 (m, 4H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (2 CH3O); 114,1 (4 CHAr); 124,2 (2 CAr); 
130,9 (4 CHAr); 131,6 (2 CH); 144,9 (2 C); 161,4 (2 CAr); 187,5 (2 C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2925, 2841, 1639, 1605, 1511, 1438, 1354, 1298, 1265, 1181, 
1018, 1029, 904, 837, 814, 747, 722, 695. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,99;  H: 5,03 Encontrado C: 74,79;  H: 2,95 
H. 2-(p-Fluorofenil)-5-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 12i 
 
C19H13FO3 
P.M. = 308,08 g/mol 
Sólido rojo 
Punto de fusión = (231 – 234) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,3 
 
Rendimiento (%) 
Método A 11 Método B 49 Método C 19 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,88 (s, 3H, CH3O); 6,93 (s, 1H); 6,93 (s, 1H); 
6,99 (2H, d, J = 8,7 Hz, HAr), 7,21 (m, 2H, HAr); 7,51 – 7,60 (m, 4H, HAr).  
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (CH3O); 114,2 (2 CHAr); 115,6 (CHAr); 
115,9 (CHAr); 124,7 (CAr); 128,8 (CAr); 130,9 (2 CHAr); 131,3 (CH); 131,4 (2 CHAr); 
133,0 (CH); 144,4 (C); 145,0 (C); 159,1 (CAr); 161,5 (CAr); 186,9 (C=O);               
187,3 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2928, 2853, 1652, 1607, 1514, 1352, 1302, 1268, 1198, 1181, 
1038, 996, 908, 839, 814, 804, 744. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,02;  H: 4,25 Encontrado C: 74,17;  H: 4,32 
I. 2,6-difenil-1,4-benzoquinona, 13a 
 
C18H12O2 
P.M. = 260,08 g/mol 
Sólido naranja 
Punto de fusión = (130 – 133) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,7 
 
Rendimiento (%) 
Método A 79 Método B 13 Método C 72 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,80 (s, 2H); 7,36 – 7,43 (m, 2H, HAr);       
7,44 – 7,52 (m, 4H, HAr); 7,53 – 7,59 (m, 4H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 128,5 (4 CHAr); 129,4 (4 CHAr); 130,1            
(2 CHAr); 132,7 (2 CH); 133,2 (2 CAr); 146,5 (2 C); 186,1 (C=O); 187,6 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 3035, 1641, 1609, 1587, 1486, 1435, 726. 
Análisis elemental 
Calculado C: 83,06;  H: 4,65 Encontrado C: 83,19;  H: 4,83 
J. 6-Fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 13b 
 
C19H14O3 
P.M. = 290,09 g/mol 
Sólido rojo 
Punto de fusión = (161 – 165) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,4 
 
Rendimiento (%) 
A partir de: 10a 10b 10a 10b 10a 10b 
Método A  63  25 Método B  30  21 Método C  35  42 
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1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,87 (s, 3H, CH3O); 6,86 (d, 1H, J = 2,7 Hz); 
6,88 (d, 1H, J = 2,7 Hz), 6,96 (m, 2H, HAr); 7,41 – 7,52 (m, 7H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (CH3O); 114,1 (2 CHAr); 125,5 (CAr); 
128,5 (2 CHAr); 129,4 (2 CHAr); 130,0 (CH); 131,0 (2 CHAr); 132,7 (CH); 133,3 (CAr); 
145,8 (C); 146,5 (C); 161,3 (CAr); 186,6 (C=O); 187,7 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2924, 2852, 1674, 1604, 1512, 1463, 1254, 1181, 1032, 834, 
698. 
Análisis elemental 
Calculado C: 78,61;  H: 4,86 Encontrado C: 78,78;  H: 4,74 
K. 6-Fenil-2-(3,4-dimetoxifenil)-1,4-benzoquinona, 13c 
 
C20H16O4 
P.M. = 320,10 g/mol 
Sólido granate 
Punto de fusión = (247 – 251) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,2 
 
Rendimiento (%) 
Método A 41 Método B 12 Método C 32 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,93 (s, 3H, CH3O); 3,95 (s, 3H, CH3O); 6,93 
(d, 1H, J = 3,6 Hz); 6,96 (d, 1H, J = 3,6 Hz); 7,06 – 7,10 (m, 1H, HAr); 7,10 – 7,13     
(m, 1H, HAr); 7,17 (dd, 1H, J = 2,1 y 8,4 Hz, HAr); 7,44 – 7,55 (m, 5H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 56,0 (CH3O); 56,0 (CH3O); 111,1 (CHAr); 
112,5 (CHAr); 122,8 (CHAr); 125,8 (CAr); 128,6 (2 CHAr); 129,4 (2 CHAr); 130,0 (CH); 
131,4 (CH); 132,75 (CHAr); 133,4 (C); 145,8 (C); 146,6 (C); 148,9 (CAr); 150,0 (CAr); 
186,5 (C=O); 187,6 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2925, 2853, 1642, 1597, 1512, 1462, 1443, 1413, 1249, 1174, 
1145, 1108, 1024, 913, 852, 819, 805, 819, 805, 759, 698. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,99;  H: 5,03 Encontrado C: 74,81;  H: 4,89 
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L. 6-Fenil-2-(p-fluorofenil)-1,4-benzoquinona, 13d 
 
C18H11FO2 
P.M. = 278,07 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (189 – 194) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,6 
 
Rendimiento (%) 
Método A 37 Método B 30 Método C 42 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,91 (d, 1H, J = 2,64 Hz); 6,94                                
(d, 1H, J = 2,64 Hz); 7,11 – 7,21 (m, 2H, HAr), 7,42 – 7,58 (m, 7H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 115,5 (CH); 115,8 (CH); 128,5 (2 CH);     
129,4 (2 CH); 130,1 (CH); 131,4 (CH); 131,5 (CH); 132,4 (CH); 132,7 (CH);          
145,4 (C); 146,6 (C); 162,3 (C); 165,6 (C); 186,0 (C=O); 187,4 (C=O).  
Análisis elemental 
Calculado C: 77,69;  H: 3,98 Encontrado C: 77,48;  H: 3,69 
M. 6-Fenil-2-(p-trifluorometilfenil)-1,4-benzoquinona, 13e 
 
C19H11F3O2 
P.M. = 328,07 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (213 – 217) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,6 
 
Rendimiento (%) 
Método A 67 Método B 21 Método C 46 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,97 (s, 2H); 7,47 – 7,53 (m, 5H, HAr);             
7,64 (d, 2H, J = 8,3 Hz, HAr); 7,01 (d, 2H, J = 8,3 Hz, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 114.0 (CHAr); 119,8 (CF3); 121,7 (CF3); 125,4 
(CHAr); 126,5 (CF3); 127,8 (2 CHAr);  128,3 (2 CHAr); 128,7 (2 CHAr); 129,2 (CHAr); 
132,8 (CH); 133,6 (CH); 130,1 (CAr); 131,0 (CAr); 133,6 (CAr); 144,2 (C); 145,5 (C); 
150,8 (CAr); 155,8 (CAr); 184,5 (C=O); 186,1 (C=O).  
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2925, 1668, 1651, 1325, 1170, 1125, 1069, 1018, 843, 750, 
698. 
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Análisis elemental 
Calculado C: 69,51;  H: 3,38 Encontrado C: 69,76;  H: 3,49 
N. 2-(p-Bromofenil)-6-fenil-1,4-benzoquinona, 13f 
 
C18H11BrO2 
P.M. = 337,99; 339,99 g/mol 
Sólido naranja 
Punto de fusión = (220 – 223) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,7 
 
Rendimiento (%) 
Método A 32 Método B ----- Método C 35 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6,92 (d, 1H, J = 3,0 Hz); 6,94                            
(d, 1H, J = 3,0 Hz); 7,38 – 7,44 (m, 2H, HAr); 7,45 – 7,52 (m, 5H, HAr); 7,58 – 7,64         
(m, 2H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 124,8 (CAr); 128,6 (2 CHAr); 129,4 (2 CHAr); 
130,1 (CHAr); 130,9 (2 CHAr); 131,8 (2 CHAr); 132,0 (CAr); 132,6 (CH); 132,7 (CH); 
133,0 (CAr); 145,4 (C); 146,7 (C); 185,8 (C=O); 187,3 (C=O). 
Análisis elemental 
Calculado C: 63,74;  H: 3,27 Encontrado C: 63,94;  H: 3,47 
Ñ. 2-(p-Fluorofenil)-6-(p-metoxifenil)-1,4-benzoquinona, 13i 
 
C19H13FO3 
P.M. = 308,08 g/mol 
Sólido rojo 
Punto de fusión = (229 – 232) °C 
Rf (Hexano:DCM, 20:80) = 0,4 
 
Rendimiento (%) 
Método A 40 Método B 21 Método C 46 
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,87 (s, 3H, CH3O); 6,88 (d, 1H, J = 2,7 Hz), 
6,90 (d, 1H, J = 2,7 Hz), 6,96 – 7,02 (m, 2H, HAr); 7,11 – 7,20 (m, 2H, HAr);              
7,47 – 7,56 (m, 4H, HAr). 
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13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,5 (CH3O); 114,1 (2 CHAr); 115,6 (CHAr); 
115,8 (CHAr); 125,4 (CAr); 128,7 (CAr); 131,0 (2 CHAr); 131,2 (CHAr); 131,4 (CHAr); 
131,5 (CH); 132,5 (CH); 145,3 (C); 145,8 (C); 161,4 (CAr); 165,6 (CAr); 186,5 (C=O); 
187,5 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2922, 2854, 1664, 1647, 1603, 1511, 1309, 1253, 1239, 1182, 
1163, 1113, 927, 837, 787. 
Análisis elemental 
Calculado C: 74,02;  H: 4,25 Encontrado C: 73,78;  H: 4,14 
6.4. Síntesis de diaril-1,4-hidroquinonas 14a y 15b 
6.4.1.  Procedimiento general para la síntesis de las diaril-1,4-hidroquinonas 
14a y 15b 
Sobre una suspensión de los compuestos 12a ó 13e (1 eq) en MeOH (6,5 mL/mmol), se 
adicionó el NaBH4 (4 eq) y la mezcla de reacción fue agitada se agitó durante 1 h a 
temperatura ambiente. Tras la adición de agua (10 mL), la fase acuosa se extrajo con 
AcOEt (3 x 10 mL). La fase orgánicae secó con MgSO4, se filtró y el disolvente fue 
evaporado a presión reducida. Los productos (14a ó 15b) se aislaron por cromatografía 
en gel de sílice empleando como eluyente mezclas Hexano:DCM. 
6.4.2. Síntesis de diaril-1,4-hidroquinonas 
A. 2,5-Difenil-1,4-hidroquinona, 14a 
 
C18H16O2 
P.M. =264,12 g/mol 
Sólido amarillo 
Punto de fusión = (218 – 221) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 20:80) = 0,42 
Rendimiento 38%  
1
H-RMN (300 MHz, Acetona-d6), δ (ppm) = 6,84 (s, 2H); 7,25 – 7,43 (m, 2H, HAr);       
7,36 – 7,43 (m, 4H, HAr); 7,56 – 7,62 (m, 4H, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, Acetona-d6), δ (ppm) = 118,4 (2 CH); 127,3 (2 CH); 128,6          
(4 CH); 129,1 (2 C); 129,9 (4 CH); 139,5 (2 C); 148,1 (2 C). 
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Análisis elemental 
Calculado C: 81,79;  H: 6,10 Encontrado C: 81,92;  H: 6,21 
B. 6-Fenil-2-(p-metoxifenil)-1,4-hidroquinona, 15b 
 
C19H18O3 
P.M. = 294,13 g/mol 
Sólido rojo 
Punto de fusión = (189 – 193) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
Rendimiento 25%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3,87 (s, 3H, CH3O); 4,57 (s, 1H, OH); 5,04    
(s, 1H, OH); 6,77 (s, 2H); 6,97 – 7,04 (m, 2H, HAr); 7,35 – 7,42 (m, 1H, HAr);                
7,44 – 7,50 (m, 4H, HAr); 7,53 – 7,58 (m, 2H, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55,4 (CH3O); 114,3 (2CH); 116,1 (CH); 116,4 
(CH); 127,7 (CH); 128,8 (2 CH); 129,3 (2 CH); 130,4 (2 CH); 134,6 (C); 136,6 (C); 
137,6 (C); 138,3 (C); 148,8 (C); 158,6 (C); 159,3 (C).  
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 3397, 2924, 2852, 1645, 1604, 1514, 1461, 1284, 1249, 1180, 
835. 
Análisis elemental 
Calculado C: 77,53;  H: 6,16 Encontrado C: 77,75;  H: 6,38 
6.5. Síntesis de 1,4-diacetoxi-diarilbencenos 
6.5.1. Procedimiento general para sintetizar 1,4-diacetoxi-diarilbencenos 
Las diaril-1,4-benzoquinonas 12e, 12h, 13a ó 13b (1 eq) se disolvieron en anhídrido 
acético (10,6 mL/mmol), en presencia de Zn (5 eq) y AcONa anhídrido (2 eq). La 
mezcla de reacción fue calentada a reflujo durante 1,5 h. Pasado este tiempo, fue filtrada 
(en caliente), y se lavó con ácido acético. Una vez el filtrado se enfrió a temperatura 
ambiente, se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). La fase orgánica se lavó con H2O              
(10 mL), secó con MgSO4, se filtró y el disolvente fue evaporado a presión reducida. 
Los productos (16e, 16h, 17a ó 17b) se aislaron por cromatografía en gel de sílice 
empleando como eluyente mezclas Hexano: AcOEt. 
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6.5.2. Síntesis de 1,4-diacetoxi-diarilbencenos 
A. 1,4-Diacetoxi-5-fenil-2-(p-trifluorometilfenil)benceno, 16e 
 
C23H19F3O4 
P.M. = 416,12 g/mol 
Sólido amarillo claro 
Punto de fusión = (213 – 216) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,6 
Rendimiento 26%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,12 (s, 3H, CH3CO2); 2,13 (s, 3H, CH3CO2); 
7,02 (s, 1H); 7,24 (s, 1H); 7,35 – 7,50 (m, 5H, HAr); 7,60 (d, 2H, J = 8,2 Hz, HAr);    
7,70 (d, 2H, J = 8,2 Hz, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 20,8 (2 CH3CO2); 122,3 (CF3); 124,8 (CH); 
125,2 (CH); 125,4 (2CH, C); 125,9 (CF3); 128,0 (CH); 128,4 (2 CH); 128,7 (C);     
128,7 (2CH); 129,2 (2CH); 129,8 (C); 130,7 (C); 133,4 (C); 135,9 (C); 136,3 (C); 
140,2 (C); 145,4 (C); 145,6 (C); 169,1 (C=O); 169,2 (C=O).  
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2925, 2853, 1766, 1619, 1482, 1369, 1325, 1200, 1157, 1125, 
1069, 1047, 1016, 923, 847, 769, 701. 
Análisis elemental 
Calculado C: 66,34;  H: 4,60 Encontrado C: 66,22;  H: 4,48 
B. 1,4-Diacetoxi-2,5-i(p-metoxifenil)benceno, 16h 
 
C24H24O6 
P.M. = 408,16 g/mol 
Sólido blanco 
Punto de fusión = (268 – 272) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
Rendimiento 47%  
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1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2,13 (s, 6H, 2 CH3CO2); 3,86                        
(s, 6H, 2CH3O); 6,96 (dt, 4H, J = 2,9 y 8,9 Hz, HAr); 7,15 (s, 2H, HAr); 7,40                
(dt, 4H, J = 2,9 y 8,9 Hz, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 20,9 (2 CH3CO2); 55,3 (2 CH3O); 113,9          
(4 CH); 124,7 (2 CH); 129,0 (2 C); 129,9 (4 CH); 134,1 (2 C); 145,5 (2 C); 159,3                 
(2 C); 169,3 (2 C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 2924, 2852, 1558, 1606, 1527, 1492, 1369, 1293, 1248, 1213, 
1185, 1157, 1050, 1023, 940, 844. 
Análisis elemental 
Calculado C: 70,57;  H: 5,92 Encontrado C: 70,34;  H: 5,75 
C. 1,4-Diacetoxi-2,6-difenilbenceno, 17a 
 
C22H20O4 
P.M. = 348,14  g/mol 
Sólido blanco 
Punto de fusión = (145 – 148) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,4 
Rendimiento 24%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,79 (s, 3H, CH3CO2); 2,33 (s, 3H, CH3CO2); 
7,15 (s, 2H, HAr); 7,32 – 7,49 (m, 10H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 20,5 (CH3); 21,2 (CH3); 122,9 (2 CH); 127,8 
(2 CH); 128,3 (4  CH); 128,9 (4 CH); 136,9 (2 C); 137,1 (2 C); 142,6 (C); 148,3 (C); 
168,9 (C=O), 169,4 (C=O).  
Análisis elemental 
Calculado C: 75,84;  H: 5,79 Encontrado C: 75,96;  H: 5,91 
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D. 1,4-Diacetoxi-6-fenil-2-(p-metoxifenil)benceno, 17b 
 
C23H22O5 
P.M. = 378,15 g/mol 
Sólido blanco 
Punto de fusión = (179 – 183) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,5 
Rendimiento 70%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,83 (s, 3H, CH3CO2); 2,33 (s, 3H, CH3CO2); 
3,86 (s, 3H, CH3O); 6,95 (m, 2H, HAr); 7,12 (d, 1H, J = 2,8 Hz, HAr); 7,14                   
(d, 1H, J = 2,8 Hz, HAr); 7,36 – 7,48 (m, 7H, HAr).  
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 20,5 (CH3CO2); 21,1 (CH3CO2); 55,2 (CH3O); 
113,8 (2 CH); 122,4 (CH); 122,7 (CH); 127,7 (CH); 128,2 (2 CH); 128,8 (2 CH);        
129,4 (C); 130,0 (2 CH); 136,5 (C); 136,8 (C); 137,1 (C); 142,6 (C); 148,2 (C);                
159,2 (C); 168,8 (C=O); 169,3 (C=O).  
Análisis elemental 
Calculado C: 73,0;  H: 5,86 Encontrado C: 72,85;  H: 5,74 
6.6. Síntesis de 1-acetoxi-6-fenil-4-hidroxi-2-(p-metoxifenil)benceno 18b 
El 1,4-diacetoxi-6-fenil-2-(p-metoxifenil)benceno 17b (1 eq) y K2CO3 (1,2 eq) se 
agitaron en MeOH (20 mL/mmol) a 0ºC, siguiéndose por TLC. Una vez completada 
(4,5 h), una disolución de NH4Cl saturada fue adicionada y la fase acuosa se extrajo con 
AcOEt (3 x 10 mL). La fase orgánica se lavó consecutivamente con agua y una 
disolución de NaCl saturada. Secó sobre MgSO4, se filtró y el disolvente fue evaporado 
a presión reducida. El compuesto 18b se purificó por cromatografía en gel de sílice 
empleando como eluyente Hexano:AcOEt.  
 
C21H18O4 
P.M. = 334,12 g/mol 
Sólido amarillo claro 
Punto de fusión = (169 – 174) °C 
Rf (Hexano:AcOEt, 70:30) = 0,3 
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Rendimiento 70%  
1
H-RMN (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1,81 (s, 3H, CH3CO2); 3,85 (s, 3H, CH3O); 
5,43 (s ancho, 1H, OH); 6,77 (d, 1H, J = 3,1 Hz, HAr); 6,79 (d, 1H, J = 3,1 Hz, HAr); 
6,93 – 6,99 (m, 2H, HAr); 7,33 – 7,45 (m, 7H, HAr). 
13
C-RMN (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 20,6 (CH3CO2); 55,3 (CH3O); 113,7 (2 CH); 
116,4 (CH); 116,7 (CH); 127,6 (CH); 128,2 (2 CH); 128,9 (2 CH); 130,0 (2 CH); 136,3 
(C); 136,6 (C); 137,7 (C); 138,5 (C); 153,6 (C); 159,1 (C); 170,1 (C=O). 
IR (CH2Cl2); ν (cm
-1
) = 3400, 2925, 2851, 1761, 1726, 1610, 1596, 1516, 1454, 1433, 
1368, 1248, 1182, 1032, 836, 765, 702. 
Análisis elemental 
Calculado C: 75,43;  H: 5,43 Encontrado C: 75,58;  H: 5,32 
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7. PARTE EXPERIMENTAL FARMACOLÓGICA57  
7.1. Determinación de la viabilidad celular 
La reducción mitocondrial del MTT a formazán se empleó para determinar la 
citotoxicidad de los compuestos en la línea celular SH-SY5Y. Las células se sembraron 
en placas de poliestireno de 96 pocillos a una densidad celular de 40.000 células/pocillo 
y se incubaron a 37ºC durante 24 h. Pasado ese tiempo, las células se trataron con las 
1,4-benzoquinonas en un rango de concentración de 1 – 20 µM durante 24 h más. La 
viabilidad celular se determinó adicionando 20 μL, a cada pocillo, de una disolución 
MTT (2 mg/mL). Tras 1 h de incubación a 37ºC, el medio se eliminó y se adicionó    
100 μL de DMSO para disolver el formazán. La absorbancia se registró a 550 nm 
empleando un lector de absorbancia de placas multipocillo. La densidad óptica del 
formazán obtenida de las células control (sin tratamiento con los compuestos) se tomó 
como el 100% de viabilidad celular. Las concentraciones de las 1,4-benzoquinonas que 
resultaron no tóxicas en las células SH-SY5Y fueron ensayadas en los siguientes 
ensayos farmacológicos. 
7.2. Determinación de la actividad β-secretasa 
El ensayo de determinación de la actividad β-secretasa se llevó a cabo empleando      
0,24 U/mL de enzima β-secretasa recombinante humana y 10 μM de sustrato 
fluorogénico en tampón de acetato sódico 20 mM (pH = 4,5), en un volumen final de 
reacción de 100 μL. El ensayo de actividad enzimática se realizó en ausencia (reacción 
control) y en presencia de las 1,4-benzoquinonas en estudio, a las concentraciones 
indicadas. Previamente a la adición del sustrato, se incubó la enzima con los 
compuestos en estudio. El porcentaje de inhibición de la actividad β-secretasa se calculó 
a partir de la reacción control, tras la adición del sustrato. 
La fluorescencia se registró en un lector de fluorescencia para placas 
multipocillo (FLx800, Bio-Tek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitación y 
emisión de 360 y 528 nm, respectivamente. Los datos se expresaron como 
concentración inhibitoria 50 (CI50).   
                                                            
57 Véase capítulo VI “Métodos Farmacológicos” para la descripción de los materiales, líneas celulares y 
métodos empleados en el presente capítulo. 
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7.3.  Fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide 
Para el estudio de la inhibición de la agregación del péptido βA, se incubó el péptido            
βA (25-35) a 37ºC y durante 4 días, a una concentración final de 10 µM, en ausencia y 
en presencia de las 1,4-benzoquinonas, en un volumen final de 100 µL. Pasado ese 
tiempo, para la determinación del grado de inhibición de la fibrilogénesis por parte de 
las 1,4-benzoquinonas, se determinó la intensidad de la emisión de fluorescencia 
adicionando a cada una de las muestras de la incubación, una disolución de tioflavina-T 
(Thio-T) en PBS a concentración final de 25 µM. El porcentaje de inhibición de la 
agregación del péptido βA se calculó a partir de la intensidad de fluorescencia del 
producto de incubación en ausencia de compuesto. 
Para el estudio de la desagregación del péptido βA, se incubó el péptido          
βA (25-35) a una concentración final de 10 µM durante 4 días y a 37ºC para generar las 
fibrillas. Pasado ese tiempo, se adicionaron las 1,4-benzoquinonas en un rango de 
concentración y la placa se incubó durante 4 días más a 37ºC. Al cabo de este tiempo, 
para la determinación del grado de desagregación de las fibrillas previamente formadas 
por parte de las 1,4-benzoquinonas, se determinó la intensidad de la emisión de la 
fluorescencia adicionando a cada una de las muestras de la incubación, una disolución 
de tioflavina-T (Thio-T) en PBS a concentración final de 25 µM. El porcentaje de 
desagregación del péptido βA se calculó a partir de la intensidad de fluorescencia del 
producto de incubación en ausencia de compuesto. 
La fluorescencia se registró en un lector de microplacas de fluorescencia FLx800 
(Bio-Tek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitación y emisión de 448 y 483 
nm, respectivamente. 
7.4. Análisis estadístico 
En todos los ensayos se hicieron al menos tres experimentos independientes y éstos se 
realizaron por triplicado. Los datos se analizaron empleando un análisis de varianza    
one - way (ANOVA) seguido del test de Newman-Keuls de comparación múltiple, 
mediante el software científico SigmaPlot 11. 
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1. INTRODUCTION 
1.1. A2A Adenosine receptor 
1.1.1. Adenosine 
Adenosine (6-amino-9-beta-D-ribofuranosyl-9-H-purine, Figure 1) is an endogenous 
purine nucleoside, composed of a molecule of adenine attached to a ribose moiety 
(ribofuranose) through a glycosidic bond, which modulates many physiological 
processes. 
 
Figure 1. Adenosine 
Adenosine is formed from the breakdown of adenosine triphosphate (ATP). ATP 
is the primary energy source in cells for transport systems and many enzymes. Most of 
ATP is hydrolyzed to adenosine diphosphate (ADP) which can be further 
dephosphorylated to adenosine monophosphate (AMP). Most of ADP and AMP which 
are formed in the cell are rephosphorylated in the mitochondria by enzymatic reactions 
which require oxygen. If there is a large amount of hydrolyzed ATP and especially if it 
exits conditions of hypoxia, the AMP can be further dephosphorylated to adenosine by 
the 5’-nucleotidase enzyme. 
Extracellular adenosine concentrations from normal cells are approximately     
300 nM. However, in response to a cellular damage such as in inflammatory or 
ischemia tissue, these concentrations are quickly elevated (600 – 1200 nM). 
In the CNS, adenosine acts in parallel as a neuromodulator
1
 and as a homeostatic 
modulator.
2
 
                                                            
1 C.T. Gomes; M.P. Kaster; A.R. Tomé; P.M. Agostinho; R.A. Cunha, “Adenosine receptors and brain 
diseases: Neuroprotection and neurodegeneration”. BAA –Biomembranes, 2011, 1808, 1380–1399. 
2 R.A. Cunha, “Adenosine as a neuromodulator and as a homeostatic regulator in the nervous system: 
Different roles, different sources and different receptors”. Neurochem. Int., 2001¸ 38, 107–125. 
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1.1.2. G Protein-coupled receptor 
G protein-coupled receptors (GPCRs) form a remarkable modular system that allows 
transmission of a wide variety of signals over the cells and over long distances in the 
body. They are cell-surface receptors that mediate signal transduction across the plasma 
membrane.  
GPCRs share a common structure: they are characterized by an extracellular     
N-terminus domain followed by seven hydrophobic transmembrane (7-TM) α-helices 
(TM-1 to TM-7) connected by three intracellular (IL-1 to IL-3) and three extracellular 
loops (EL-1 to EL-3) (Figure 2). Because their polypeptide chain passes seven times 
through the plasma membrane, the GPCRs are also called seven-transmembrane (7TM) 
receptors (Figure 2). 
 
Figure 2. Structure of GPCRs. EL (Extracellular Loops); IL (Intracellular Loops);                  
TM (Hydrophobic transmembrane  α-helices) 
Ligands bind to GPCRs from the extracellular side and either block the receptor 
(antagonist) or cause conformational changes (agonists and inverse agonists) in the 
heptahelical transmembrane helix network of the receptor that are transmitted to the 
cytosolic surface side. Depending on the nature of the ligand (agonist, neutral antagonist 
or inverse agonist), the conformational changes at the cytosolic surface of the receptor 
lead to an activation or reduction of the basal activity of the heterotrimeric G protein 
complex (consisting of α and βγ subunits, Figure 2).  
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When the G proteins interact with the activated receptor (Figure 3), an exchange 
of guanidine diphosphate (GDP) for guanosine triphosphate (GTP) takes place in the     
G protein α subunit, at a distance of more than 40 Å from the receptor                     
(Figure 3, state 2). This nucleotide exchange causes a conformational change in the        
G protein α subunit. As a consequence the G protein uncouples from the receptor and 
dissociates into separate α and βγ subunits (Figure 3, state 3). These two subunits 
interact with effector proteins such as channels, transporters and enzymes, leading to 
changes in the level of intracellular second messengers such as cAMP. 
 
Figure 3. Activation  mechanism of GPCRs 
These receptors are involved in many physiological processes through the 
interaction with a wide number of bioactive molecules (including ions, aminoacids, 
peptides, proteins and small organic molecules) and are implicated in a great number of 
human diseases
3
 due to their dysregulation. For this reason, GPCRs are the targets of a 
large portion of pharmaceuticals drugs. In fact, approximately 25 - 40 % of all 
prescribed pharmaceuticals on the market target this class of receptors.
4
 
                                                            
3 (a) M.D. Thompson; W.M. Burnham; D.E.C. Cole, “The G protein coupled receptors: 
pharmacogenetics and disease”. Crit. Rev. Clin. Lab. Sci., 2008, 42, 311–389. (b) M. Gurrath, 
“Peptide-binding G protein-coupled receptors: New opportunities for drug design”. Curr. Med. Chem., 
2001, 8, 1605–1648. (c) B.K. Rana; T. Shiina; P.A. Insel, “Genetic variations and polymorphisms of    
G protein-coupled receptors: Functional and therapeutic implications”. Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 
2001, 4, 593-624. (d) U. Gether, “Uncovering molecular mechanism involved in activation of              
G-protein-coupled receptors”. Endocr. Rev., 2000, 21, 90–113.  
4 M.C. Lagerstrom; H.B. Schiolth, “Structural diversity of G-protein-coupled receptors and significance 
for drug discovery”. Nat. Drug Dicov., 2008, 7, 339–357. 
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Based on sequence homology and functional similarities, GPCRs may be 
clustered into six families: the rhodopsin-like family (family A), the secretin receptor 
family (family B), the metabotrobic glutamate and pheromone family (family C), fungal 
pheromone receptors (family D), cyclic AMP receptors (family E), frizzled and 
smoothened family (family F).
5
 Among them, family A is the most studied, belonging 
A2A receptors to this family. 
1.1.3. Adenosine receptors (ARs) 
Adenosine is one of the human body’s most important neuromodulators in both the 
central and peripheral nervous systems.
6
 Its effect is modulated via four receptor 
subtypes: A1, A2A, A2B and A3, all of which belonging to the family of GPCRs. Each 
subtype has different pharmacology, tissue/cellular distribution and secondary effector 
coupling.
7
 
The second messengers associated with ARs are historically defined with respect 
to the adenylate cyclase system.
8
 Adenosine A1 and A3 receptors inhibit the production 
of cAMP through coupling to Gi proteins, while A2A and A2B subtypes are coupled to Gs 
or Go to stimulate adenylate cyclase, which results in an enhancement of the levels of 
cAMP in cells (Table 1). 
 
 
 
 
 
 
                                                            
5 S.M. Foord; T.I. Bonner; R.R. Neubig; E.M. Rosser; J.P. Pin; A.P. Davenport; M. Spedding; A.J. 
Harmar, “International union of pharmacology. XLVI. G protein-coupled receptor list”. Pharmacol. 
Rev., 2005, 57, 279-288. 
6 K.A. Jacobson; Z.G. Gao, “Adenosine receptors as therapeutic targets”. Nat. Rev. Drug Discovery, 
2006, 5, 247-264. 
7 B.B. Fredholm; A.P. Ijzerman; K.A. Jacobson; K.N. Klotz; J. Linden, “International union of 
pharmacology. XXV. Nomenclature and classification of adenosine receptors”. Pharmacol. Rev., 2001, 
53, 527-552. 
8 B.B. Fredholm; K.A. Jacobson; W. John,“Daly and the early characterization of adenosine receptors”. 
Heterocycles, 2009, 79, 73-83. 
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Table 1. Subtypes of adenosine receptors  
Receptor A1 A2A A2B A3 
Distribution 
Cerebral cortex, 
Hyppocampus,  
Thalamus, Spinal cord  
Striatum 
Uniform  
(Low abundant) 
Hyppocampus 
(Low abundant) 
G-Protein Gi G0 G0 Gi 
Transduction 
Mechanisms 
↓ cAMP ↑ cAMP ↑ cAMP ↓ cAMP 
Adenosine 
Affinity 
~ 50 nM ~ 1 μM > 10 μM ~ 6500 nM 
Adenosine A1 and A2A receptors are characterized by high affinity for adenosine, 
while A2B and A3 receptors show significantly lower affinity for it. Under physiological 
conditions, concentration of extracellular adenosine, between 0.3-1000 nM, is high 
enough to activate the adenosine A1 and A2A receptors, since that activation occurs at a 
concentration of adenosine between 0.3-3 nM for adenosine A1 receptors and                  
1-20 nM for adenosine A2A receptors. However, adenosine A2B and A3 receptor 
activation requires a concentration larger than 1 μM, which is detected in tissues during 
hypoxia.
9
   
The physio - pathological roles of ARs and their clinical potential have been 
exhaustively reviewed.
10
 Due to this potential therapeutic applications of ARs ligands, 
in the last years, a big number of ARs, both agonist and antagonists, have been 
synthesized, helping to the pharmacological elucidation of this kind of receptors.
11
 
                                                            
9 M. Romanowska; M. Komoszyński, “Adenosine - neurotransmitter and neuromodulator in central 
nervous system”. Prog. Biochem., 2002, 48, 230-238. 
10 (a) S. Sheth; R. Brito; D. Mukherjea; L.P. Rybak;  V. Ramkumar, “Adenosine receptors: Expression, 
function and regulation”. Int. J. Mol. Sci., 2014, 15, 2024–2052. (b) S. Sachdeva; M. Gupta, 
“Adenosine and its receptors as therapeutic targets: An overview”. Saudi Pharm. J., 2013, 21,         
245-253. (c) C.E. Müller; K.A. Jacobson, “Recent developments in adenosine receptor ligands and 
their potential as novel drugs”. Biochim. Biophys. Acta, 2011, 1808, 1290-308. (d)   K.A. Jacobson; 
Z.G. Gao, “Adenosine receptors as therapeutic targets”. Nat. Rev. Drug Discov., 2006, 5, 247-264.  
11 (a) M.L Ruiz; Y.H. Lim; J. Zheng, “Adenosine A2A receptor as a drug discovery target”. J. Med. 
Chem., 2014, 57, 3623–3650. (b) S. Moro; Z.G. Gao; K.A. Jacobson; G. Spalluto, “Progress in the 
pursuit of therapeutic adenosine receptor antagonists”. Med. Res. Rev., 2006, 26, 131-159.  
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1.1.4. A2A Adenosine receptor 
The A2A receptor (A2AR) is expressed in the brain, where it plays important roles in the 
regulation of glutamate and dopamine release. It is well accepted that the A2AR plays a 
modulatory role in CNS in general and in the striatum in particular, and that this       
A2AR - mediated neuromodulatory role is somehow related to the ability of this receptor 
to heteromize with other GPCRs.
12
 
Two main kinds of A2AR - containing heterodimers exist, namely pre- and 
postsynaptic. The prototypic presynaptic striatal receptor is the A1/A2A receptor found in 
glutamatergic terminals. Post-synaptic striatal heteromers containing A2A in the spines 
of GABAergic neurons are formed with dopamine D2 receptor (D2R). 
A. Heterodimerization A1/A2A 
A1 and A2A receptors operate through opposing signal transduction pathway (Figure 4). 
Thus they have been considered as independent entities in the framework of adenosine 
physiology. However, some evidence strongly indicated a potential interaction between 
A1 and A2A receptors,
13
 suggesting the possibility that these receptors could establish a 
molecular and/or functional cross-talk, that is, as if they were part of the same molecular 
transduction complex.  
When the A1/A2A heteromer is challenged with an A2AR agonist, the affinity of 
the A1 receptor (A1R) for its agonists decreased significantly. Conversely, the activation 
of the A1/A2A heteromer with an A1R agonist did not alter the A2A binding 
characteristics. Therefore, it could be concluded that, within the A1/A2A heteromer, the                          
agonist-mediated A1R responsiveness is modulated by the A2AR, whereas the binding 
properties of the latter were not altered by the A1R challenge (Figure 4). 
                                                            
12 F. Ciruela; M. Gómez-Soler; D. Guidolin; D.O. Borroto-Escuela; L.F. Agnati; K. Fuxe; V. Fernández-
Dueñas, “Adenosine receptor containing oligomers: Their role in the control of dopamine and 
glutamate neurotransmission in the brain”. Biochim. Biophys. Acta, 2011, 1808, 1245-1255. 
13 (a) L.V. Lopes; R.A. Cunha; B. Kull; B.B. Fredholm; J.A. Ribeiro, “Adenosine A2A receptor facilitation 
of hippocampal synaptic transmission is dependent on tonic A1 receptor inhibition”. Neuroscience, 
2002, 112, 319–329. (b) L.V. Lopes; R.A. Cunha; J.A. Ribeiro, “Cross talk between A1 and A2A 
adenosine receptors in the hippocampus and cortex of young adult and old rats”. J. Neurophysiol., 
1999, 82, 3196-3203. 
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A1R responsiveness is modulated by the A2AR 
Figure 4. A1/A2A Heterodimer function 
The A1/A2A heteromer exists in the brain areas where the distribution of A1R and 
A2AR clearly overlaps, for instance in the dopamine-rich regions.
14
 It has been 
suggested the existence of A1/A2A heteromers in the striatal glutamatergic synapses 
and/or perisynaptic regions.
15
 
In the excitatory glutamatergic synapses the most accepted role for adenosine is 
the inhibition of synaptic transmission (it means, inhibition of glutamate release) 
through the activation of presypnatic A1Rs. In fact, the A1R stimulation decreases 
neurotransmitter release,
16
 what causes a decrease of excitotoxicity, so a cytoprotective 
role of receptors takes place. On the other hand, it has been identified a parallel capacity 
of adenosine to facilitate the glutamate release via activation of presynaptic A2ARs.
17
 
                                                            
14 (a) B.D. Hettinger; A. Lee; J. Linden; D.L. Rosin, “Ultrastructural localization of adenosine A2A 
receptors suggests multiple cellular sites for modulation of GABAergic neurons in rat striatum”. J. 
Comp. Neurol., 2001, 431, 331-346. (b) T. Ochiishi; L. Chen; A. Yukawa; Y. Saitoh; Y. Sekino; T. 
Arai; H. Nakata; H. Miyamoto, “Cellular localization of adenosine A1 receptors in rat forebrain: 
Immunohistochemical analysis using adenosine A1 receptor-specific monoclonal antibody”. J. Comp. 
Neurol., 1999, 411, 301-316. 
15 F. Ciruela, V. Casado; R.J. Rodrigues; R. Lujan; J. Burgueno; M. Canals; J. Borycz; N. Rebola; S.R. 
Goldberg; J. Mallol; A. Cortes; E.I. Canela; J.F. Lopez-Gimenez; G. Milligan; C. Lluis; R.A. Cunha;   
S. Ferre; R. Franco, “Presynaptic control of striatal glutamatergic neurotransmission by adenosine     
A1-A2A receptor heteromers”. J. Neurosci., 2006, 26, 2080-2087. 
16 L.G. Wu; P. Saggau, “Presynaptic inhibition of elicited neurotransmitter release”. Trends Neurosci., 
1997, 20, 204-212. 
17 S. Ferre; J. Borycz; S.R. Goldberg; B.T. Hope; M. Morales; C. Lluis; R. Franco; F. Ciruela; R. Cunha, 
“Role of adenosine in the control of homosynaptic plasticity in striatal excitatory synapses”. J. Integr. 
Neurosci., 2005, 4, 445-464. 
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In fact, adenosine has a higher affinity for A1R than A2AR (Figure 4). At low 
adenosine concentrations, A1R is primarily stimulated and glutamate release inhibited 
(Figure 5). However, at high concentrations of adenosine (it means, under pathological 
conditions), both A1R and A2AR can be activated. As adenosine, when bound to A2ARs, 
disminishes its affinity for A1Rs, the effect of adenosine on A2ARs primes. Then, 
glutamate is released, leading to excitotoxic conditions (Figure 5).  
 
Upper panel shows the efficacy of 
adenosine to stimulate A1Rs and A2ARs 
whitin A1/A2A heterodimer 
 
 
 
 
 
 
In the lower panel the proposed kinetics              
of the A1/A2A heterodimer – mediated  
glutamate release control is shown 
 
Figure 5. Scheme of the proposed concentration – dependent                                              
adenosine receptor heterodimer switch
18
 
To sum up, A1/A2A heteromer provides a molecular framework which allows 
adenosine to make a modulation of glutamate release in the striatum. It is important to 
highlight that this control of neurotransmitter release happens where a proper A1 and 
A2A receptors co-localization and stoichiometry allow the existence of a balanced 
A1/A2A heteromer.  
                                                            
18 F. Ciruela; M. Gómez-Soler; D. Guidolin; D.O. Borroto-Escuela; L.F. Agnati; K. Fuxe; V. Fernández-
Dueñas, “Adenosine receptor containing oligomers: Their role in the control of dopamine and 
glutamate neurotransmission in the brain”. Biochim. Biophys. Acta, 2011, 1808, 1245–1255. 
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B. Heterodimerization D2/A2A 
Dopamine D2 receptors (D2Rs) are also colocalized with adenosine A2ARs. A2A/D2 
receptor heterodimers are constitutive because they are also detected in the absence of 
A2AR and D2R agonist exposure. However, the stoichiometry of A2A/D2 receptor 
heterodimer is unknown and they could represent dimers or high-order oligomers. 
The A2A/D2 interaction could modulate the function of the GABAergic 
neurons.
19
 It has been demonstrated that there is an antagonistic reciprocal action by 
both A2AR and D2R. Thus, the stimulation of D2Rs, by an agonist, produces a reduction 
of GABA release which is induced by A2ARs. On the other hand, A2AR antagonists 
potentiate the effects of the D2R in models in which this one has been blocked 
(genetically or pharmacologically) (Figure 6). 
  
 
 
 
 
Antagonist reciprocal action by  A2A/ D2 heterodimer 
Figure 6. A2A/D2 Heteromer function 
                                                            
19 (a) S. Ferre; B.B. Fredholm; M. Morelli; P. Popoli; K. Fuxe, “Adenosine-dopamine receptor–receptor 
interactions as an integrative mechanism in the basal ganglia”. Trends Neurosci., 1997, 20, 482–487. 
(b) K. Fuxe; S. Ferre; M. Zoli; L.F. Agnati, “Integrated events in central dopamine transmission as 
analyzed at multiple levels. Evidence for intramembrane adenosine A2A/dopamine D2 and adenosine 
A1/dopamine D1 receptor interactions in the basal ganglia”. Brain Res. Rev., 1998, 26, 258–273. 
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Therefore, adenosine produces an inhibition of the dopamine receptors 
signalling but at the same time, the A2A/D2 receptor heterodimer is able to participate in 
the regulation of glutamatergic transmission through its interaction with NMDA 
receptors.
20
 Blockade of A2ARs is thus an attractive goal for recovering the 
dopaminergic transmission. 
Because of the key role played by adenosine A2ARs in the regulation of striatal 
dopaminergic neurotransmission, drugs acting on these receptors are likely to be useful 
in the treatment of neurological disorders related to dopaminergic dysfunction, in 
particular PD. 
1.2. Adenosine A2A receptors in neurodegenerative diseases 
A2ARs have been proposed as pharmacological targets in different NDs.
21
 Some studies 
highlight the interest of blocking A2ARs by selective antagonists in PD
22
 and AD.
23
 
1.2.1. A2A and Parkinson’s disease 
The therapeutic value of A2A antagonists has been investigated for several years and 
medicinal chemistry research has indicated a main role of these compounds in PD 
pharmacology.
24
 The therapeutic effect of their antagonists could be linked to the 
neuroprotective action. 
                                                            
20 D. Thibault; C. Kortleven; C. Fasano, “Découvertes récentes sur la fonction et la plasticité des voies 
dopaminergiques du cerveau”. Médecine/Sciences, 2010, 26, 165-170. 
21 (a) F. Ciruela; M. Gómez-Soler; D. Guidolin; D.O. Borrot-Escuela; L.F. Agnati; K. Fuxe; V. 
Fernández-Dueñas, “Adenosine receptor containing oligomers”. BBA - Biomembranes, 2011, 1808, 
1245-1255. (b) D. Boison, “Adenosine as a neuromodulator in neurological diseases”. Curr. 
Neuropharmacol., 2008, 8, 2-7. (c) D. Blum; R. Hourez; M.C. Galas; P. Popoli; S.N. Schiffmann, 
“Adenosine receptors and Huntington’s disease: Implications for pathogenesis and therapeutics”. Lancet 
Neurol., 2003, 6, 366-374. 
22 (a) J.A. Ribero; A.M. Sebastiao, “Caffeine and Adenosine”. J. Alzheimers Dis., 2010, 20, 3–15. (b) M. 
Morelli; T. Di Paolo; J. Wardas; F. Calon; D. Xiao; M.A. Schwarzschild, “Role of adenosine A2A 
receptors in parkinsonian motor impairment and L-DOPA-induced motor complications”. Prog. 
Neurobiol. 2007, 83, 293–309. 
23 (a) C. Cao; J.R. Cirrito, X. Lin, L. Wang, D.K. Verges, A. Dickson, M. Mamcarz, C. Zhang, T. Mori, 
G.W. Arendash, D.M. Holtzman; H. Potter, “Caffeine suppresses amyloid-β levels in plasma and brain 
of Alzheimer’s disease transgenic mice”. J. Alzheimers Dis. 2009, 17, 681–697. (b) G.W. Arendash; W. 
Schleif; K. Rezai-Zadeh; E.K. Jackson; L.C: Zacharia; J.R. Cracchiolo; D. Shippy; J. Tan, “Caffeine 
protects Alzheimer’s mice against cognitive impairment and β-amyloid production”. Neuroscience, 
2006, 142, 941-952. 
24 (a) D. Preti; P.G. Baraldi; A.R. Moorman; P.A. Borea; K. Varani, “History and perspectives of A2A 
adenosine receptor antagonists as potential therapeutic agents”. Med. Res. Rev., 2015, 0, 1-59. (b) C.E. 
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Caffeine and theophylline (Figure 7) are two of the oldest known adenosine 
antagonists.
25
 Epidemiology studies in animals models suggest that caffeine 
consumption decreases the risk of developing PD.
26
 Chen et al. showed, in an animal 
model of PD induced by MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,          
Figure 7), that the neuroprotection is caused by inactivation of adenosine A2AR with 
caffeine.
27
  
   
Caffeine Theophylline MPTP 
Figure 7. Structures of Caffeine, Theophylline and MPTP 
Current PD therapy is primarily based on dopamine replacement therapy, using 
agents such as L-dopa, dopamine D2 agonists, or dopamine reuptake inhibitors.
28
           
L-dopa represents the gold standard in PD treatment, although several adverse effects 
are associated with its use, such as a very short effect, wearing-off,
29
 less predictable 
responses, and involuntary muscle movements.
30
 
                                                                                                                                                              
Muller; K.A. Jacobson, “Recent developmentin adenosine receptor ligands and their potential as novel 
drugs”. Biochim. Biophys. Acta, 2011, 1808, 1290-1308. 
25 (a) B.N. Cronstein; R.I. Levin; J. Belanoff; G. Weissmann; R. Hirschhorn, “Adenosine: An endogenous 
inhibitor of neutrophil-mediated injury to endothelial cells”. J. Clin. Invest., 1986, 78, 760–770. (b) 
S.H. Yeung; R.D. Green, “[3H]5’-N-ethylcarboxamido adenosine binds to both Ra and Ri adenosine 
receptors in rat striatum”. Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol., 1984, 325, 218–225. 
26 (a) R.D.S. Prediger, “Effects of caffeine in Parkinson's disease: From neuroprotection to the 
management of motor and non-motor symptoms”. J. Alzheimer's Dis., 2010, 20, 205-220. (b) M. A. 
Hernan, B. Takkouche, F. Caamano-Isorna, J.J. Gestal-Otero. “A meta-analysis of coffee drinking, 
cigarette smoking, and the risk of Parkinson’s disease”. Ann. Neurol., 2002, 52, 276-284. 
27 J. Chen; K. Xu; J. Petzer; R. Staal; Y. Xu; M. Beilstein; P. Sonsalla; K. Castagnoli; N. Castagnoli; M. 
Schwarzschild, “Neuroprotection by caffeine and A2A adenosine receptor inactivation in a model of 
Parkinson’s disease”. J Neuroscience, 2001, 21, 1–6. 
28 G. Alves; E.B. Forsaa; K.F. Pedersen; M. Dreetz Gjerstad; J.P. Larse, “Epidemiology of Parkinson’s 
disease”. J. Neurol., 2008, 255, 18-32. 
29“Wearing-off” phenomenon is produced when at the end of the dosing interval, just before the next 
dose, the motor functions decrease. 
30 C.W. Olanow; Y. Agid; Y. Mizuno; A. Albanese; U. Bonuccelli; P. Damier; J. de Yebenes; O. 
Gershanik; M. Guttman; F. Grandas; M. Hallet; O. Hornykiewicz; P. Jenner; R. Katzenschlager; W.J. 
Langston; P. LeWitt; E. Melaned; M.A. Mena; P.P. Michel; C. Mytilineou; J.A. Obeso; W. Poewe; N. 
Quinn; R. Paisman-Vozari; A.H. Rajput; O.Rascol; C. Sampaio; F. Stocchi, “Levodopa in the treatment 
of Parkinson’s disease: Current controversies”. Mov. Disord., 2004, 19, 997-1005. 
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Among the various strategies to improve the side effect of PD drugs, A2A 
antagonists are considered as one potential approach to treatment of the disease.
31
 At the 
present time, several A2A antagonists have been tested in clinical trials, including 
KW6002 or istradefylline, STS1535, tozadenant or SYN115, vipadenant or V2006 and 
preladenant or SCH420814 (Figure 8).  
 
 
 
KW6002 (Istradefylline) STS1535 SYN115 (Tozadenant) 
 
 
V2006 (Vipadenant) SCH420814 (Preladenant) 
Figure 8. A2A antagonists in clinical trials 
Clinical trials using A2A antagonists have clearly indicated their ability to reduce 
off-time in PD patients, although this pharmacological approach may require the use of 
additional adjunctive drugs such as MAOBIs, COMTIs, dopamine agonists or L-dopa. 
The simultaneous administration of A2A antagonists and L-dopa appears to have 
significant effects in PD patients, mediating an improvement of parkinsonian motor 
deficits and reducing different adverse effects.
24a
 Moreover, additional results from PD 
patients in early stage disease are expected to elucidate whether A2A antagonists are 
suitable for administration as monotherapy.
24a 
                                                            
31 A.H. Schapira; E. Bezard; J. Brotchie; F. Calon; G.L. Collingridge; B. Ferger;  B. Hengerer; E. Hirsch; 
P. Jenner; N. Le Novere, J.A. Obeso; M.A. Schwarzschild; U. Spampinato; G. Davidai, “Novel 
pharmacological targets for the treatment of Parkinson’s disease”. Nat. Rev. Drug Discov., 2006, 5, 
845–854. 
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In spite of the fact that in early clinical trial of preladenant (SCH420814), used 
as a mono-therapy or added to L-dopa therapy, produced un improvement in motor 
function and a high efficacy in improving on-time and off-time, following phase III 
trials failed to demonstrate efficacy when compared with placebo. For this reason, it 
was decided to discontinue the following phases of the trials.
32
 In the same way, 
vipadenant (V2006), which showed clinical efficacy in phase I/II trials both alone and in 
combination with L-dopa, was discontinued possibly due to toxicity. 
1.2.2. A2A and Alzheimer’s disease 
A2ARs have low expression in healthy brain but this pattern of expression and 
functionality can be changed in pathological conditions. Limited data is available about 
the distribution of A2ARs in AD. However, an increased expression of A2ARs in 
microglial cells in the hippocampus and cerebral cortex of AD patients has been 
found.
33
 
Modulation of A2ARs could have neuroprotective effects in AD, in a way that it 
might interfere with the pathogenesis of AD and increase the resistance of neuronal 
cells. The prevailing hypothesis for progressive neurodegeneration that occurs in AD is 
the neurotoxicity caused by Aβ.34 Primary cultures of cerebellar granule cells with 
Aβ(25-35) in the presence of adenosine receptors blockers revealed that the blockage of 
A2ARs almost completely prevented Aβ induced neurotoxicity.
35
 Thus it appears that the 
presence of A2ARs is essential for Aβ toxicity and inactivation of this receptor might 
limit the Aβ induced toxicity in AD. One plausible hypothesis might be its ability to 
modulate neuroinflammation by its anti-inflammatory properties.
36
 
                                                            
32 A. Pina, “Adenosine A2A receptor antagonists in Parkinson’s disease: Progress in clinical trials from 
the newly approved Istradefylline to drugs in early development and those already discontinued”. CNS 
Drugs, 2014, 28, 455–474. 
33 E. Angulo; V. Casado; J. Mallol; E.I. Canela; F. Vinals; I. Ferrer; C. Lluis; R. Franco, “A1 adenosine 
receptors accumulate in neurogenerative structures in Alzheimer disease and mediate both amyloid 
precursor protein processing and tau phosphorylation and translocation”. Brain Pathol., 2003, 13, 
440-451. 
34 J.C. Vickers; T.C. Dickson; P.A. Adlard; H.L. Saunders; C.E. King; G. Mccormack, “The cause of 
neuronal degeneration in Alzheimer’s disease”. Prog. Neurobiol., 2000, 60, 139-165. 
35 O.P. Dall'Igna; L.O. Porciúncula; D.O. Souza; R.A. Cunha; D.R. Lara, “Neuroprotection by caffeine 
and adenosine A2A receptor blockade of beta-amyloid neurotoxicity”. Br. J. Pharma- col., 2003, 138, 
1207-1209. 
36 J.D. Geiger; L. Buscemi; J.A. Fotheringham in “Role of adenosine in the control of inflammatory 
events associated with acute and chronic neurodegenerative disorders”. Adenosine receptors:  
 
Chapter V 
192 
Several studies revealed the potential modulatory role of brain A2ARs on 
learning, memory and other cognitive functions.
37
 Delayed memory deficits induced by 
intracerebroventricular Aβ administration were prevented by either caffeine38 or 
selective A2ARs antagonists.
39
 This result indicates that caffeine affords its beneficial 
effects through A2ARs, which were found to be up-regulated in cortical regions both in 
animals
38,39
 and in cortical tissues of patient with AD.
40
 In A2ARs knockout mice, 
administration of Aβ did not cause learning deficits or synaptotoxicity,41 and this 
highlights the importance of A2ARs in cognitive functions. 
Moreover, it seems that caffeine may also impact Tau phosphorylation.
42
 
Cultured neuronal cells exhibited reduced Tau phosphorylation under caffeine 
treatment.
43
 While caffeine doses used are far above the levels normally obtained 
following habitual consumption, this indicates a possible relationship to Tau. In 
accordance, it was observed that chronic caffeine consumption by Tau transgenic 
animals developing neurofibrillary lesions, prevented memory alterations as well as 
decreased Tau phosphorylation in the hippocampus.
44
 
                                                                                                                                                              
Therapeutic aspects for inflammatory and immune diseases. Eds: B. Cronstein; C. Szabo. Taylor and 
Francis, 2006.  
37 (a) R.A. Cunha; S. Ferré; J.M. Vaugeois; J.F. Chen, “Potential therapeutic interest of adenosine A2A 
receptors in psychiatric disorders”. Curr. Pharm. Des., 2008, 14, 1512-1524. (b) S.N. Schiffmann; G. 
Fisone; R. Moresco; R.A. Cunha; S. Ferré, “Adenosine A2A receptors and basal ganglia physiology”. 
Prog. Neurobiol., 2007, 83, 277- 292.0 (c) B.B. Fredholm; J.F. Chen; R.A. Cunha; P. Svenningsson; 
J.M. Vaugeois, “Adenosine and brain function”. Int. Rev. Neurobiol., 2005, 63, 191-270. 
38 G.W. Arendash; W. Schleif; K. Rezai-Zadeh; E.K. Jackson; L.C. Zacharia; J.R. Cracchiolo; D. Shippy; 
J. Tan, “Caffeine protects Alzheimer’s mice against cognitive impairment and reduces brain beta-
amyloid production”. Neurosci., 2006, 142, 941–952. 
39 O.P. Dall'Igna; P. Fett; M.W. Gomes; D.O. Souza; R.A. Cunha; D.R. Lara, “Caffeine and adenosine 
A2A receptor antagonists prevent beta-amyloid (25-35) induced cognitive deficits in mice”. Exp. 
Neurol., 2007, 203, 241-245. 
40  J.L. Albasanz; S. Perez; M. Barrachina; I. Ferrer; M. Martín, “Up-regulation of adenosine receptors in 
the frontal cortex in Alzheimer’s disease”. Brain Pathol.,2008, 18, 211-219. (b) E. Angulo; V. Casado; 
J. Mallol; E.I. Canela; F. Vinals; I. Ferrer; C. Lluis; R. Franco, “A1 adenosine receptors accumulate in 
neurogenerative structures in Alzheimer disease and mediate both amyloid precursor protein 
processing and tau phosphorylation and translocation”. Brain Pathol.,2003, 13, 440-451. 
41 G.M.A. Cunha; P.M. Canas; J.F. Chen; C.R. Oliviera; R.A. Cunha, “Blocked of adenosine A2A 
receptors prevents amyloid (Aβ1-42)-induced synaptotoxicity and memory impairment in rodents”. 
Purinergic Signal.,2006, 2, 135-136. 
42 V. Flaten; C. Laurent; J.E. Coelho; U. Sandau; V.L. Batalha; S. Burnouf-, M. Hamdane; S. Hume; D. 
Boison; L.V. Lope; L. Buée; D. Blum, “From epidemiology to pathophysiology: What about caffeine in 
Alzheimer’s disease?”. Biochem. Soc. Trans., 2014, 42, 587-592. 
43 A. Currais; K. Kato; L. Canuet; R. Ishii; T. Tanaka; M. Takeda; S. Soriano, “Caffeine modulates tau 
phosphorylation and affects Akt signaling in postmitotic neurons”. J. Mol. Neurosci., 2011, 43, 326–32. 
44 D. Blum, Alzheimer's Disease Neuroimaging Iniciative; consortium C., 2013. 
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In contrast, there are some in vitro studies suggesting that the activation rather 
than the blockade of A2ARs would afford neuroprotection. Activation of A2ARs by 
exogenous selective agonists facilitates the ACh secretion and enhances glutamatergic 
synaptic transmission in hippocampus.
45
 
1.3. Antagonists of adenosine A2A receptor 
A2ARs are expressed in high density in restricted areas of brain, mainly in the striatum, 
and they are attractive pharmacological targets due to their potential as drugs for the 
treatment of PD and AD. Although some ligands have reached clinical phases for PD 
they have been unsuccessful because of lack of efficacy or toxicity. Therefore, it exists a 
constant need to develop new chemical structures.  
In 2008, the resolution of the crystal structure of the A2AR bound to antagonist 
ZM241385 (4-(2-[7-amino-2-(2-furyl)-[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ylamino] 
ethyl)-phenol) was reported
11a
 (Figure 9) was and constituted a precious help for the 
identification of original ligands.  
 
 
Figure 9. (a) Crystal structure of the A2AR.
46
 (b) Structure of ZM241385 
                                                            
45 (a) S. Jin; B.B. Fredholm, “Adenosine A2A receptor stimulation increases release of acetylcholine 
stimulation from rat hippocampus but not striatum, and does not affect catecholamine release”. 
Eur. J. Pharmacol., 1997, 329, 107-113. (b) R.A. Cunha; B. Johansson; B.B. Fredholm; J.A. Ribero; A. 
M. Sebastiao, “Adenosine A2A receptors stimulate acetylcholine release from nerve terminals of the 
rat hippocampus”. Neurosci. Lett.,1995, 196, 41–44. (c) A.M. Sebatiao; J.A: Ribeiro, “Evidence for 
the presence of excitatory A2 adenosine receptors in the rat hippocampus”. Neurosci. Lett., 1992, 138, 
41-44. 
46 M.L. Ruiz; Y.H. Lim; J. Zheng, “Adenosine A2A receptor as a drug discovery target”. J. Med. Chem., 
2014, 57, 3623–3650. 
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1.3.1. Cocristaline structure of A2A 
GPCRs present numerous conformations,
47
 implying an inherent structural flexibility. In 
order to overcome this drawback Jaakola et al. applied the T4 lysozyme (T4L) fusion 
protein strategy.
48
  
In the T4L strategy, the flexible and potentially disordered third intracellular 
loop (IL3) of the receptor was replaced with the easily crystallized form of T4L protein. 
In the crystallized construct of the adenosine A2AR, the T4L protein was introduced 
between positions Leu
209
 and Ala
221
. The IL3 possesses important structural 
determinants for protein activation and selectivity. For this reason, the flexible 
carboxyl-terminal domain (Leu
308
 – Ser412; referred to ΔC) was eliminated by 
mutagenesis and the protein was deglycosylated. The resulting protein was 
denominated: A
2A
-T4L-ΔC. 
The adenosine A
2A
-T4L-ΔC was crystallized using lipidic mesophases (in meso 
method)
49
 in presence of the antagonist ZM241385, giving the crystal:                                                       
A
2A
-T4L-ΔC:ZM241385 (Figure 10). 
After confirming that the A2A-T4L-ΔC:ZM241385 has the same affinity for the 
antagonist ZM241385 than the wild-type A2AR and A2A-T4L-ΔC receptor, the crystal 
structure could be interpreted.  
 
 
 
 
 
 
                                                            
47B.K. Kobilka; X. Deupi, “Conformational complexity of G-protein-coupled receptors”. Trends 
Pharmacol. Sci., 2007, 28, 397-406. 
48 V. Cherezov; D.M. Rosenbaum; M.A. Hanson; S.G.F. Rasmussen; F.S. Thian; T.S. Kobilka; H.J. Choi; 
P. Kuhn; W.I. Weis; B.K. Kobilka; R.C. Stevens, “High resolution crystal structure of an engineered 
human β2-adrenergic G protein-coupled receptor”. Science, 2007, 318, 1258-1265.  
49  M. Caffrey; V. Cherezov, “Crystallizing membrane proteins using lipidic mesophases”. Nat. Protoc., 
2009, 4, 706-731. 
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Figure 10. Crystal structure of A
2A
-T4L-ΔC in presence of                                             
antagonist ZM241385: A
2A
-T4L-ΔC:ZM24138511a 
Bound antagonist, ZM241385 (figure 9), consists on a bicyclic core 
triazolotriazine unit (located in the middle part of the binding cavity), a furan ring 
(located in the lower part of the binding cavity) and a 4-hydroxyphenylethyl side chain 
(located in the upper part of the binding cavity). 
In the binding pocket (Figure 11), the bicyclic triazolotriazine of ZM241385 is 
anchored by an aromatic stacking interaction with Phe
168
 (5.29) and an aliphatic 
hydrophobic interaction with Ile
274
 (7.39). Analysis of the shape of the binding site of 
the A2AR shows that it consists of a deep, planar, and narrow cavity that comfortably 
accommodates fused polyheteroaromatic cores.
50
 
Nitrogen N17 forms a hydrogen-bond interaction with Asn
253
 (6.55). Adjacent to 
Phe
168
 (5.29), a polar residue (Glu
169
 (5.30)) interacts with the exocyclic amino group 
(N15 atom) linked to the bicyclic core of ZM241385. 
The phenolic hydroxyl group extending from the ethylamine chain forms a 
hydrogen bond with an ordered water molecule, while the phenyl ring forms 
hydrophobic interactions with Leu
267
 (7.32) and Met
270
 (7.35). 
 
                                                            
50 A. Zhukov; S.P. Andrews; J.C. Errey; N. Robertson; B. Tehan; J.S. Mason; F.H. Marshall; M. Weir; M. 
Congreve, “Biophysical mapping of the adenosine A2A receptor”. J. Med. Chem., 2011, 54, 4312-4323. 
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---- = hydrogen bonds ---- = hydrophobic contacts = water molecules 
Figure 11. Systematic two-dimensional representation of adenosine                                           
A2A receptor:ZM241385 complex
51
 
                                                            
51 V.P. Jaakola; A.P. IJzerman, “The crystallographic structure of the human adenosine A2A receptor in a 
high-affinity antagonist-bound state: Implications for GPCR drug screening and design”. Curr. Opin. 
Struct. Biol., 2010, 20, 401-414. 
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The phenylethylamine chain in ZM241385 is directed toward the more     
solvent-exposed extracellular region (EL2 and EL3). This interaction appears to be 
important in designing synthetic A2A selective ligands, since different ARs have 
different residues located in this area. 
The furan ring is located deep in the cavity. Its oxygen atom forms a hydrogen 
bond to Asn
253
 (6.55), and the furan ring has hydrophobic interactions with His
250
 (6.52) 
and Leu
249
 (6.51). The furan ring is approximately 3 Å away from the highly conserved 
Trp
246
 (6.48), limiting the motion of this tryptophan residue, which is believed to act as 
the “toggle switch” of this receptor, so that hydrophobic interactions between the furan 
ring and Trp
246
 hinder the structural rearrangements necessary for activation and 
constrains the receptor in the inactive state. 
 
Figure 12. Binding interactions between adenosine A2AR and ZM241385 
Due to the benefits achieved by blocking the A2AR, there are great researching 
efforts to develop new ligands and/or their optimization from a point of view of affinity, 
selectivity and pharmacokinetic properties. 
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1.3.2. Antagonists of A2A 
A. Pharmacophore 
The X-ray crystallography of the A2AR complexed with antagonist ZM241385 is only a 
static map and could not account for all reported A2A antagonists. Structure-based 
techniques generally could not accurately predict binding affinity due to the limitation 
of scoring functions and the flexibility of the biomacromolecule. In order to enhance the 
understanding of the antagonistic mechanism, and to facilitate the discovery of new A2A 
antagonists, pharmacophore modelling is needed. 
A pharmacophore model describes the spatial arrangement of essential structural 
features common to a set of active compounds. This concept is extremely successful, 
not only in rationalizing structure–activity relationships, but also in developing the 
appropriate 3D-tools for efficient virtual screening.
52
 
In 2010, an accurate pharmacophore model (Figure 13) was developed from a 
diverse set of A2A antagonists, including ZM241385 in the A2A crystal structure, using 
CATALYST software,
53
 being validated by 106 diverse A2A antagonists. 
 
Figure 13. Pharmacophore model with conformation of the                                        
crystal complex for ZM241385
54
 
                                                            
52 (a) P.J. Lakshmi; B.V. Kumar; R.S. Nayana; M.S. Mohan; R. Bolligarla; S.K. Das; M.U. Bhanu; A.K. 
Kondapi; M. Ravikumar, “Design, synthesis, and discovery of novel non-peptide inhibitor of Caspase-3 
using ligand based and structure based virtual screening approach”. Bioorg. Med. Chem., 2009, 17, 
6040–6047. (b) D. Wei; X. Jiang; L. Zhou; J. Chen; Z. Chen; C. He; K. Yang; Y. Liu; J. Pei; L. Lai, 
“Discovery of multitarget inhibitors by combining molecular docking with common pharmacophore 
matching”. J. Med. Chem., 2008, 51, 7882–7888. 
53 Catalyst User Guide, Version 4.11 (Software Package) (2005) Accelrys Inc, San Diego, CA. 
http://accelrys.com/ 
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The superposition of ZM241385 (Ki = 1.1 nM) with the ligand A, a 
pyrazolotriazolopyrimidine derivative which the highest affinity in the study              
(Ki = 0.048 nM), makes possible to confirm the pharmacophore model. There are four 
regions which are important to obtain a highly active A2A antagonist (Figure 14): 
 A planar aromatic core: which should form π-π stacking interactions with 
residues of Phe
168
 in the second EL. 
 A conserved hydrogen-bond donor: The exocyclic amine on the planar 
aromatic core provides a polar hydrogen, which forms one of the hydrogen-bond 
interactions with residue Glu
169
, so it may be important for activity. 
 A hydrophobic or aromatic pocket: which is more favorable for furan. 
 One more diffuse hydrophobic region: that connects the diffused hydrophobic 
cavity, and the length of the chain should be two or three carbons. 
 
 
ZM241385 Ligand A 
(b)  
 
Figure 14. (a) Structure of ligands which are used to achieve the pharmacophoric 
model. (b) Pharmacophoric features of the ZM241385 
                                                                                                                                                              
54 Z. Xu; F. Cheng; C. Da; G. Liu; Y. Tang, “Pharmacophore modelling of human adenosine receptor 
A2A antagonists”. J. Mol. Mod., 2010, 16, 1867–1876.  
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bond donor 
Hydrophobic or 
aromatic pocket 
More diffuse  
hydrophobic cavity 
Planar  
aromatic core 
 
Chapter V 
200 
B. Antagonists of A2A receptor 
The antagonists of A2AR which appeared in the literature can be divided into:               
(a) Xanthine derivatives (based on the caffeine structure) and (b) Non-xanthine 
derivatives. 
 Xanthine derivatives 
The xanthine scaffold (Figure 15) has been used as an important starting point for the 
development of selective A2A antagonists but also at improving the poor aqueous 
solubility typical of xanthines.  
  
(a) Caffeine (b) Xanthine scaffold 
Figure 15. (a) Caffeine structure. (b) Xanthine scaffold 
A screening of various 1,3,8-substituted xanthines led to the discovery of                      
3-chlorostyrylcaffeine (also named CSC), MSX-2
55
 and istradefylline
56
 (also called 
KW6002), all being potent and selective A2AR antagonists (Figure 16). It is well 
established that the trans-styryl substituent at the 8-position of these analogues is 
critical to the A2A selectivity.  
 
 
 
 
                                                            
55  R. Sauer; J. Maurinsh; U. Reith; F. F lle; K.N. Klotz; C.E. M ller, “Water-soluble phosphate 
prodrugs of 1-propargyl-8-styrylxanthine derivatives, A2A selective adenosine receptor antagonists”.    
J. Med. Chem., 2000, 43, 440-448. 
56 P.A. Le Witt; M. Guttman; J.W. Tetrud; P.J. Tuite; A. Mori; P. Chaikin; N.M. Sussman, “Adenosine 
A2A receptor antagonist istradefylline (KW6002) reduces off time in Parkinson’s disease: A double-
blind, randomized, multicenter clinical trial (6002-US-005)”. Ann. Neurol., 2008, 63, 295-302. 
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A2A  Ki = 54 nM A1  Ki = 28000 nM A2A  Ki = 8 nM A1  Ki = 900 nM 
A2B  Ki = ND A3  Ki > 10000 nM A2B  Ki = 2900 nM A3  Ki > 10000 nM 
3-Chlorostyrylcaffeine (CSC) MSX-2 
 
A2A  Ki = 36 nM A1  Ki = 2830 nM 
A2B  Ki = 1800 nM A3  Ki > 3000 nM 
Istradefylline (KW6002) 
Figure 16. Xanthine derivatives antagonists of A2A. ND = not disclosed 
Different approaches have been explored to improve the aqueous solubility of 
styrylxanthines, such as the introduction of polar groups on the phenyl ring and the 
preparation of phosphate or amino acid prodrugs.  
Antagonists MSX-3 and MSX-4 (Figure 17), the phosphate and the L-valine 
prodrugs, respectively, of the istradefylline, are stable and soluble in aqueous solutions 
but readily cleaved (by phosphatases in the case of MSX-3 and esterases in the case of 
MSX-4) to liberate the istradefylline whose styryl double bond possesses poor 
photostability and is able to isomerize in dilute solutions from E to Z isomer.
56 
 
R = PO3H2 
R = L-valine      
 
MSX-3 
MSX-4 
 
Figure 17. Istradefylline’s prodrugs 
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Since the xanthine derivatives present water solubility and instability problems, 
research focused on finding different structural class based on mono-, di- and 
triheterocycles. 
 Non-Xanthine derivatives  
In 1987, it was discovered CGS15943
57
 (Figure 18) as a very potent A2A antagonist that 
also has high affinity for the other ARs.  Then, it was synthesized a series of compounds 
based on the replacement of the phenyl ring of CGS15943 with a heterocycle, either 
pyrazole or imidazole but their A2A vs A1 selectivity was not satisfactory.
58
 However, 
with N-substituted pyrazolotriazolopyridines, the affinity for A2AR was kept while the 
affinity for other ARs was lost. Such is the case of SCH58261 (Figure 18) which was 
widely accepted as a reference A2A antagonist due to its ability to cross the BBB.
59  
 
 
A2A  Ki = 0.4 nM A1  Ki = 3.5 nM 
A2A  Ki = 1.1 nM A1  Ki = 549 nM 
A2B  Ki = 44 nM A3  Ki = 95  nM 
CGS15943 SCH58261 
Figure 18. Non-Xanthine derivatives antagonists of A2A 
                                                            
57 M. Williams; J. Francis; G. Ghai; A. Braunwalder; S. Psychoyos; G.A. Stone; W.D. Cash, 
“Biochemical characterization of the triazoloquinazoline, CGS15943, a novel, non-xanthine adenosine 
antagonist”. J. Pharmacol. Exp. Ther., 1987, 241, 415-420. 
58 F. Gatta; M.R. Del Giudice; A. Borioni; P.A. Borea; S. Dionsotti; E. Ongini, “Synthesis of imidazo 
[1,2-c]pyrazolo[4,3-e]pyrimidines, pyrazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidines and triazolo     
[5,1-i]purines: New potent A2 adenosine receptor antagonists”. Eur. J. Med. Chem., 1993, 28, 569-576. 
59 P.G. Baraldi; S. Manfredini; D. Simoni; L. Zappaterra; C. Zocchi; S. Dionisotti; E. Ongini, “Synthesis 
of new pyrazolo [4,3-e]- 1,2,4-triazolo[1,5-c] pyrimidine and 1,2,3-triazolo [1,5-c] pyrimidine 
displaying potent and selective activity as A2A adenosine receptor antagonists”. Bioorg. Med. Chem. 
Lett., 1994, 4, 2539-2544. 
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In general, these non-xanthine derivatives showed poor water solubility and their 
synthesis was complex and difficult. To overcome these drawbacks, oxygenated groups 
were introduced on the phenyl ring. Among the different obtained compounds, the 
molecule SCH442416 showed not only a good solubility but also much higher affinity 
and selectivity
60
 (Figure 19).  
 
 
A2A  Ki = 0.05 nM A1  Ki = 1.11 μM A2A  Ki = 0.8 nM A1  Ki = 255 nM 
A2B  Ki > 10 μM A3  Ki > 10 μM A2B  Ki = 50 nM A3  Ki > 10000 nM 
SCH442416 ZM241385 
Figure 19. Non-Xanthine derivatives antagonists of A2A 
A breakthrough was observed with ZM241385,
61
 a very potent triazolotriazine 
antagonist of A2AR which is selective over the A1R and A3R, although it is also potent 
at the A2BR (Figure 19). For this reason, this radiolabeled ligand is used for A2B affinity 
studies.
62
 
Compared with the previous triheterocycles, ZM241385 shows a favourable 
aqueous solubility profile due to its bicyclic nature and the presence of two additional 
hydrogen donors. However, this compound has a low oral bioavailability and limited 
brain penetration.  
                                                            
60 S. Todde; R.M. Moresco; P. Simonelli; P.G. Baraldi; B. Cacciari; G. Spalluto; K. Varani; A. Monopoli; 
M. Matarrese; A. Carpinelli; F. Magni; M. G. Kienie; F. Fazio, “Design, radiosynthesis, and 
biodistribution of a new potent and selective ligand for in vivo imaging of the adenosine A2A receptor 
system using positron emission tomography”. J. Med. Chem. 2000, 43, 4359-4362.  
61 P.W.R. Caulkett; G. Jones; M. McPartlin; N.D. Renshaw; S.K. Stewart; B. Wright, “Adenine isosteres 
with bridgehead nitrogen. Part 1. Two independent syntheses of the [1,2,4]triazolo                            
[1,5-a][1,3,5]triazine ring system leading to a range of substituents in the 2, 5 and 7 positions”. J. 
Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1995, 801-808. 
62 X.D. J; K.A. Jacobson, “Use of triazolotriazine [3H]-ZM241385 as a radioligand at recombinant 
human A2B adenosine receptors”. Drug Des. Discov. 1999, 16, 217-226. 
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With the aim to avoid liabilities of all xanthines, it has been developed a large 
number of new structures which have been classified, on the basis of their core 
structures, as monocyclic, fused bicyclic, and fused tricyclic derivatives (Figure 20). 
Several monocyclic core derivatives are currently being evaluated as potential 
adenosine A2AR antagonist,
63
 and a variety of fused bicyclic
64
 and tricyclic 
compounds
65
 has been identified as A2AR antagonist.  
                                                            
63 Representative monocyclic core examples: (a) A.G. Sams; G.K. Mikkelsen; M. Larsen; L. Torup; L. 
Brennum; T.J. Schroder; B. Bang-Andersen, “Hit-to-lead optimization of a series of carboxamides of 
ethyl 2-amino-4-phenylthiazole-5-carboxylates as novel adenosine A2A receptor antagonists”. Bioorg. 
Med. Chem. Lett., 2010, 20, 5241-5244. (b) A.G. Cole; T.M. Stauffer; A. Metzqer; L.W. Dillard; W. 
Zeng; I. Henderson, “Synthesis of 2-amino-5-benzoyl-4-(2-furyl)thiazoles as adenosine A2A receptor 
antagonists”. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19, 378-381. (c) X. Zhang; J.K. Rueter; Y. Chen; M. 
Moorjain; M.C. Lanier; E. Lin; R.S. Gross; J.E. Tellew; J.P. Williams; S.M. Lechner; S. Markison; T. 
Joswig; S. Malany; M. Santos; J.C. Castro-Palomino; M.I. Crespo; M. Prat; S. Gual; J.L. Díaz; J. 
Saunders; D.H. Slee, “Synthesis of N-pyrimidinyl-2-phenoxyacetamides as adenosine A2A receptor 
antagonists”. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1778–1783. (d) C.M. Richardson; R.J. Gillespie; 
D.S. Williamson; A.M. Jordan; A. Fink; A.R. Knight, W. Sellwood; A. Misra, “Identification of non-
furan containing A2A antagonists using data base mining and molecular similarity approaches”. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006, 16, 5993-5997. (e) A. Alanine; L. Anselm; L. Steward; S. Thomi; W. 
Vifian; M.D. Groaning, “Synthesis and SAR evaluation of 1,2,4-triazoles as A2A receptor antagonists”. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14, 817-821.  
64 Representative bicyclic core examples: (a) B.F. Mc Guinness; A.G. Cole; G. Donq; M.R. Brescia; Y. 
Shao; I. Henderson; L.L. Rokosz; T.M. Staffer; N. Mannava; E.F. Kimble; C. Hicks; N. White; P.G. 
Wines; E. Quadros, “Discovery of 2-aminoimidazopyridine adenosine A2A receptor antagonists”. 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 6845-6849. (b) O. Saku; M. Saki; M. Kurokawa; K. Ikeda; T. 
Takizawa; N. Uesaka, “Synthetic studies on selective adenosine A2A receptor antagonists: Synthesis and 
structure–activity relationships of novel benzofuran derivatives”. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 20, 
1090-1093. (c) C. Lambertucci; I. Antonini; M. Buccioni; D. Dal Ben; D.D. Kachare; R. Volpini; K.N. 
Klotz; G. Cristalli, “8-Bromo-9-alkyl adenine derivatives as tools for developing new adenosine A2A 
and A2B receptors ligands”. Bioorg. Med. Chem., 2009, 17, 2812-2822.  (d) M.H. Holschbach; D. Bier; 
S. Stuesgen; W. Wutz; W. Sihver; H.H. Coenen; R.A. Olsson; “Synthesis and evaluation of 7-amino-2-
(2(3)-furyl)-5-phenylethylamino-oxazolo[5,4-d]pyrimidines as potential A2A adenosine receptor 
antagonists for positron emission tomography (PET)”. Eur. J. Med. Chem., 2006, 41, 7–15. (e) C.B. 
Vu; D. Pan; B. Peng; G. Kumaravel G. Smits; X. Jin; D. Phadke; T. Engber; C. Huang; J. Reilly; S. 
Tam; D. Grant; G. Hetu; R.C. Petter, “Novel diaminoderivatives of [1,2,4]triazolo [1,5-
a][1,3,5]triazine as potent and selective adenosine A2A receptor antagonists”. J. Med. Chem., 2005, 48, 
2009-2018. (f) P. Minetti; M.Q. Tinti; P. Carminati; M. Castorina; M.A. Di Cesare; S. Di Serio; G. 
Gallo; O. Ghirardi; F. Giorgi; L. Giorgi; G. Piersanti; F. Bartoccini; G. Tarzia,  “2-n-Butyl-9-methyl-8-
[1,2,3]triazol-2-yl-9H-purin-6-ylamine and analogues as A2A adenosine receptor antagonists. Design, 
synthesis, and pharmacological characterization”. J. Med. Chem., 2005, 48, 6887-6896. (g) C. Manera; 
L. Betti; T. Cavallini; G. Giannaccin; A. Martinelli; G. Ortore; G. Saccomanni; L. Trincavelli; T. 
Tuccinardi; P.L. Ferraini, “1,8-Naphthyridine-4-one derivatives as new ligands of A2A adenosine 
receptors”. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2005, 15, 4604-4610. (h) S.M. Weiss; K. Benwell; I.A. Cliffe; 
R.J. Gillespie; A.R. Knight; J. Lerpiniere; A. Misra; R.M. Pratt; D. Revell; R. Upton; C.T. Dourish, 
“Discovery of nonxanthine adenosine A2A receptor antagonists for the treatment of Parkinson’s 
disease”. Neurology, 2003, 61, S101-S106.  
65 Representative tricyclic core examples: (a) A.R. Moorman, “Adenosine A2A receptor antagonists”. 
PCT Int. Appl. WO2008121748, 2008. (b) A. Martinez; H.G. Teran; J. Brea; E. Ravina; M. Loza, M.I.  
Cadavid; B. Vidal; V. Segarra; E. Sotelo, “Synthesis, adenosine receptor binding and 3D-QSAR of       
4-substituted 2-(2′-furyl)-1,2,4-triazolo[1,5-a]quinoxalines”. Bioorg. Med. Chem., 2008, 16, 2103-
2113. (c) B. Cacciari; G. Pastorin; G. Spalluto, “Medicinal chemistry of A2A adenosine receptor 
antagonists”. Curr. Top. Med. Chem., 2003, 3, 403-411.  
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Monocyclic Core 
  
 
 
  
1,2,4-Triazole
63a 
Thiazole
63d,e 
Pyrimide
63c 
Pyridazine
63b 
1,3,5-Triazine
63b 
1,2,4-Triazine
63b 
Bicyclic Core 
  
  
Purine
64a,c,f 
Purinone Triazolopyridazine Triazolopyrimidine 
    
Pyrazolopyrimidine Pyrrolopyrimidine 
Thienopyrimidine (X=S) 
Furopyrimidine (X=O) 
Pyrrolopyrimidine 
(X=NR) 
Oxazolopyrimidine
64e 
 
  
Triazolotriazine
64d 
Triazolopyridine Imidazopyridine 
 
  
 Benzofurane 
Benzothiazole (X=S) 
Benzoxazole (X=O) 
Benzoimidazole (X=NR) 
1,8-Naphthyridinone
64b 
Tricyclic Core66 
  
 
Pyrazolotriazopyrimidine Pyrrolotriazolopyrimidine
 
Triazoloquinoxalinone 
   
 
Triazoloquinoxaline Thiazolotriazolopyrimidinethione Indenopyrimidine Indenopyrimidinone 
Figure 20. General core structures of A2A antagonists
11a
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2. BACKGROUND’S PROJECT 
In Prof. P. Melnyk’s group, more than 1700 molecules, chosen for their originality in 
the A2A field and their compatibility with the pharmacophoric model of Xu et al.
54
 
(illustrated in the introduction part), were docked in the receptor model by Dr. N. 
Renault.
11a
 Their structures displayed expected features as for ZM241385 (Figure 21) 
and estimations of solubility, lipophilic (log P, log D) or ability to cross the BBB were 
promising. 
 
Figure 21. Structural families obtained by docking 
The present chapter will focus on two different families: Tic-guanidine and 
amino-imidazopyridine families. 
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The PhD student Valeria Heloire, from Dr. Melnyk’s group, recently studied the 
family of Tic-guanidine from the synthesis to biological activity.
 
Part of her study aimed 
to evaluate the effect of the configuration of the chiral center. Therefore, both 
enantiomers of the molecule were prepared. However, comparison of their crystal 
structures and their respective optical rotation showed S-compound was 
enantiomerically pure whereas R-compound had epimerized. This statement could be 
confirmed by performing a chiral HPLC study with both enantiomers whose result, 78% 
of ee, led to the same conclusion.
66
 In order to confirm and evaluate the epimerization 
of this process, I will carry out the synthesis of both enantiomers of Tic-guanidine. 
This chapter will then focus on the amino-imidazopyridine family, which are not 
described in the bibliography as A2AR antagonist.  
On one hand, molecular modelling, done by Dr. N. Renault, shows that the 
imidazopyridine core is positioned in the same place of the binding pocket’s receptor 
than ZM241385, having the same interactions with aminoacids Asn
253
 and Trp
246
 
(Figure 22).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            
66 V. Moas Heloire in “Famille de guanidines”. Conception, synthese et evaluation de nouveaux ligands 
antagonistes du recepteur A2A. Chapter 3. Doctoral Thesis, Université de Lille 2 – Droit et Santé, Lille, 
2015. 
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ZM241385 
    
 
 
 
2-(furan-2-yl)-6-phenylimidazo [1,2-a]pyridin-   
8-amine 
Figure 22. Molecular modelling: (a) ZM241385 and (b) a derivative of 
imidazopyridine family 
On the other hand, preliminary pharmacological results of some already 
synthesized imidazopyridines showed their promising potential affinity towards the 
A2AR. As it is shown in table 2, the presence of an amine group on the imidazopyridine 
allows to obtain a higher affinity than those without this amine group, being more 
favorable when it is located in position 8 instead of position 4 of the heterocyclic. 
Moreover, the substitution of the hydrogen in position 6 by different moieties seems to 
improve their affinity. 
Asn
253
 
Asn
253
 
Trp
246
 
Trp
246
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Table 2. Results of affinity studies and cytotoxicity
67
 
Imidazopyridines 
Ki    
(μM) 
IC50
a 
(μM) 
8-Amine-imidazopyridines 
Ki    
(μM) 
IC50
a 
(μM) 
 
ND >100 
 
389.3 >100 
 
ND >100 
 
208.1 >100 
 
220.4 0.42 
 
31.2 0.5 
 
--- --- 
 
12.5 2.27 
 
52.3 >100 
 
--- --- 
 
--- --- 
 
--- --- 
a
 Cytotoxicity performed over SY5Y cells 
My work in this family will consist on decorating the central core of 
imidazopyridines, with ZM241385 and preladenant chains, in order to validate this kind 
of heterocycle as potential antagonist of A2AR. 
                                                            
67 V. Moas Heloire in “Famille de imidazopyridines”. Conception, synthese et evaluation de nouveaux 
ligands antagonistes du recepteur A2A. Chapter 5. Doctoral Thesis, Université de Lille 2 – Droit et 
Santé, Lille, 2015. 
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3. PROJECT’S AIMS 
3.1. Tic-guanidine family 
The first goal of the present chapter is the synthesis of both enantiomers of                 
Tic-guanidine, which had been developed previously in Prof. Dr. P. Melnyk’s group,66 
in order to evaluate the epimerization of the process. Structure of these compounds is 
derived from the Tic-hydantoin (tetrahydroisoquinolein-hydantoin), which was first 
identified as a promising starting point for new A2A antagonists.  
 
 
Tic-hydantoin Tic-guanidine 
Figure 23. Structure of Tic-hydantoin and Tic-guanidine 
For this purpose, the synthesis of both enantiomers was carried out in parallel to 
be completely sure that both of them are treated in the same way. Moreover, optical 
rotation was checked in each step of the pathway to find out the chemical step that 
would be responsible of the racemisation. 
Scheme 1 shows the retrosynthetic pathway for the Tic-L-guanidine (S, 1a) and 
Tic-D-guanidine (R, 1b), starting from commercially available (L)- and (D)-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid (H-L-Tic-OH 2a, H-D-Tic-OH 2b) 
respectively. 
 
Scheme 1. Retrosynthetic pathway for the Tic-guanidines 1a (R) and 1b (S) 
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3.2. Amino-imidazopyridine family 
Comparation between affinities of caffeine (micromolar range) to istradefylline 
(nanomolar range) whose structure is a decorated caffeine; shows that, if a scaffold is 
properly decorated, it is possible to obtain high affinity (Figure 24).  
  
Caffeine A2A  Ki = 9.4 μM Istradeffylline A2A  Ki = 36 nM 
Figure 24. Comparation of structures and affinities between caffeine and istradefylline 
Basing on this fact, various pharmacomodulations will be incorporated 
employing imidazopyridines as central core (Figure 25). On one hand, it was considered 
to substitute this scaffold with ZM241385 and preladenant chains, in order to validate 
the interest of this heterocycle as potential antagonist of A2AR.  
  
ZM241385 A2A Ki = 0.8 nM Preladenant A2A Ki = 1.1 nM 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25. Structure of imidazopyridines which are analogous                                                
to ZM241385 and preladenant 
On the other hand, up to achieve these two targeted molecules, it will be 
synthesised other related derivatives (Scheme 2) in order to: a) optimize reaction 
conditions with the easiest example and b) study the relation structure – activity  
between the synthesized compounds. 
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The synthesis of preladenant and ZM241385 analogs (6 and 7) will be carried 
out through the formation of a carbon – nitrogen bond via the palladium-catalyzed 
cross-coupling of a secondary amine 8 or primary amine 9 with 6-bromide-2-              
(3,4-dimethoxyphenyl)imidazopyridine 10 (Buchwald-Hartwig amination,
68
 Scheme 2). 
In the case of preladenant analogs, it was planned to synthesized diverse 
compounds with different lengths of chain (0, 1 or 2 methylenes) between the 
imidazopyridine core and the piperazine ring. However, the synthesis was started with 
the direct coupling (it means without methylenes in the chain) because it will use the 
same Buchwald coupling than ZM241385 analogs. 
Working with the protection of amine group with Boc will be needed to avoid 
that the free amine could interfere in the Buchwald-Hartwig cross-coupling. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            
68 (a) A.S. Guram; R.A. Rennels; S.L. Buchwald, “A simple catalytic method for the conversion of 
arylbromides to arylamines”. Angew. Chem. Int. Ed. (English), 1995, 34, 1348–1350. (b) J. Louie; J.F. 
Hartwig, “Palladium-catalyzed synthesis of arylamines from arylhalides. Mechanism studies lead to 
coupling in the absence of tin reagents”. Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3609–3612. 
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R1  
 H 10a 
NH2·HBr 10b 
NHBoc 10c 
 
 
+ 
 
 
or 
 
R2  R3  
Ph 8a MeO 9a 
 
8b OH 9b 
                                                          
                                           
 
 
Preladenant analogs  ZM241385 analogs 
 
 
 
R1 R2  
 
R1 R2  
H Ph 6a H MeO 7a 
H 
 
6b 
H OH 7b 
HNBoc MeO 7c 
HNBoc OH 7d 
HNBoc Ph 6c    
HNBoc 
 
6d    
Scheme 2. Reaction scheme for the synthesis of preladenant and                              
ZM241385 analogs (6 and 7) 
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4. RESULTS AND DISCUSSION 
4.1. Guanidine family 
In order to check the epimerization process of the synthesis of Tic-guanidine 1 was 
carried out the chemical synthesis, which will be explained as followed, three times, 
getting the same results, both enantiopurity and yields, each time. 
After protection of secondary amine of H-Tic-OH 2 with a carbamate group to 
afford compound 3, corresponding aldehyde I was obtained via reduction of the 
Weinreb amide 4 (to avoid further reduction to alcohol), using LiAlH4 in THF at 0ºC.
69
 
Reductive amination with benzylamine in presence of sodium triacetoxyborohydride in 
DCM gave expected Boc-monoprotected derivative 5
70
 (Scheme 3).  
 
 
 
 
 
2a = S or L ( ) 
 
3a (S)   αD = + 11.6º 
 
4a (S)   αD = - 44.1º 
2b = R or D ( ) 3b (R)   αD = - 11.6º 4b (R)   αD = + 42.3º 
    
 
  
 
 
 
  
  5a  (S)  αD  = -  43.4º 
  5b (R)   αD = + 33.2º 
ee = 76.5% 
Scheme 3. i) Boc2O, Et3N, Dioxane:H2O; 3a 78%, 3b 94%. ii) Me(OMe)NH·HCl, EDC, HOBt, 
NMM, ACN:DCM; 4a 50%, 4b 23%. iii) LiAlH4, THF 0ºC then aq. KHSO4; Ia 70%, Ib 51%. 
iv) BnNH2, NaHB(OAc)3, DCM then aq. NaHCO3; 5a 89%, 5b 84% 
                                                            
69 J.Z. Ho; M.P. Braun; R. Subramanian; Y.D. Gao; D.C. Dean; D.G. Melillo, “Synthesis of  13C-labeled 
pyrazinone thrombin inhibitors and elucidation of metabolic activation pathways”. Helv. Chim. Acta 
2004, 87, 674–681. 
70 A. Ryckebusch; R. Deprez-Poulain; L. Maes; M.A. Debreu-Fontaine; E. Mouray; P. Grellier; C. 
Sergheraert, “Synthesis and in vitro and in vivo antimalarial activity of N1-(7-chloro-4-quinolyl)-1,4-
bis(3-aminopropyl)piperazine derivatives”. J. Med. Chem., 2003, 46, 542–557. 
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In order to achieve the coupling between the Weinreb amine 
(Me(OMe)NH·HCl, 11) and the carboxylic acid 3, this one needs to be activated using 
coupling agents: N-(3-dimethylamino propyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride 
(EDC·HCl, 12) reacts with the carboxylic acid 3 to form the O-acylurea 13 which then 
reacts with 1-hydroxybenzotriazole hydrate (HOBt, 14), getting activated ester 15. 
Finally, ester is aminolyzed by the Weinreb amine (Scheme 4). 
 
Scheme 4. Mechanism of coupling reaction with Weinreb amine 11 
Free amine of last compound 5 was then functionalized using cyanogen bromide 
in ethanol to give corresponding nitrile derivative II.
71
 Finally, guanidine cyclization to 
afford compound 1 was achieved using acidic deprotection of the carbamate and in situ 
cyclization of intermediate diamine compound III with yields of 45% 1a and                 
88% 1b (Scheme 5). 
In the last step, deprotection of the amine in the presence of HCl in dioxane 
subsequently cyclises to afford cyclic guanidine. 
 
 
                                                            
71 H. Kubota; Y. Nakamura; T. Higashijima; Y. Yamamoto; K. Oka,; S. Igarashi, 
“Tetrahydronaphthyridine derivatives as cholesteryl ester transfer protein inhibitors”. Patent 
WO2005095395 (A2), 2005. 
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5a (S)   αD = - 43.4º 
   
 
5b (R)   αD = + 33.2º 
ee = 76.5% 
    
 
    
1a = S ( ) 
1b = R ( ) 
Scheme 5. v) BrCN, NaHCO3, EtOH; IIa 82%, IIb 65%. vi) HCl, Dioxane 1a 45%, 1b 85% 
Optical rotation was checked in each step of the pathway in order to find out 
when racemisation of synthetic route took place. Moreover, thanks to PhD student        
V. Heloire, who confirmed by X-ray previously that the enantiomer S of Tic guanidine 
1a was enantiomerically pure, the determination of the enantiomeric excess (ee) of the 
process was possible by measure of optical rotations. 
Racemisation of the pathways happened in the reduction to aldehyde followed 
by reductive amination step (Step iv), Scheme 3) because of the different values of αD 
(5a (S) αD = - 43.4º and 5b (R) αD = + 33.2º), getting an ee of 76.5% for the enantiomer 
R 5b. 
It is necessary to highlight that due to problems of stability of the aldehyde I, its 
optical rotation was not measured and the next reaction step was immediately put 
without any kind of purification to be completely sure that the aldehyde I could not 
epimerized.  
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4.2. Amino-imidazopyridine family 
The study began with the cross – coupling of the 1-phenylpiperazine 8a with the aryl 
halide 6-bromide-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazopyridine 10a, under usual conditions 
of Buchwald-Hartwing reactions for this kind of nucleophile and substrate:
72
 Pd2dba3, 
BINAP, 
t
BuONa in toluene to reflux, overnight; getting a poor yield of the cross 
coupling compound 6a (less than 11%; Scheme 6), due to both low conversion in 6a 
and the difficult purification. This result can be explained taking into account the 
mechanism of the Buchwald–Hartwig coupling73 (Scheme 7). 
 
Scheme 6: Cross – coupling of the 1-phenylpiperazine 8a with the aryl halide                            
6-bromide-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazopyridine 10a, under usual conditions of             
Buchwald-Hartwing reactions. 
As Figure 7 shows; first, the catalytically active specie of palladium A is formed 
from the in situ reaction of Pd2dba3 and the ligand BINAP. This enables the oxidative 
addition of the 6-bromide-2-(aryl)imidazopyridine 10 to yield a arylpalladium(II) specie 
B. Then, the addition of the 1-phenylpiperazine 8a to the oxidative addition complex B 
occurs to form C. Next, the base, 
t
BuONa, abstracts a proton from the amine 8a which 
in turn attacks the palladium and kicks out the bromide as a leaving group, getting the 
intermediate D. Finally, reductive elimination produces the final compound,                  
2-(aryl)-6-(4-phenylpiperazin-1-yl)imidazo[1,2-a]piperazine 6, with regeneration of the 
palladium specie A able to restart the catalytic cycle.
74
 
                                                            
72 C. Enguehard; H. Allouchi; A. Gueiffier; S.L. Buchwald; “Easy access to novel substituted                  
6-aminoimidazo[1,2-a]pyridines using palladium using palladium and copper-catalyzed aminations”. 
J. Org. Chem., 1998, 68, 4367–4370. 
73 D.S. Surry; S.L. Buchwald, “Dialkylbiaryl phosphines in Pd-catalyzed amination: A user’s guide”. 
Chem. Sci., 2011, 2, 27–50. 
74 (a) A.S. Guram; S.L. Buchwald, “Palladium-catalyzed aromatic aminations with in situ generated 
aminostannanes”. J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 7901–7902. (b) F. Paul; J. Patt; J.F. Hartwig, 
“Palladium-catalyzed formation of carbon-nitrogen bonds. Reaction intermediates and catalyst 
improvements in the hetero cross-coupling of aryl halides and tin amides”. J. Am. Chem. Soc., 1994, 
116, 5969–5970. 
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Scheme 7. Mechanism of Buchwald – Hartwig reaction 
On one hand, low conversion of starting aryl halide can be due to an inefficient 
formation of the active catalyst or a low rate of reaction. They may be improved by 
raising the reaction temperature or increasing the catalyst loading. However, the poor 
mass balance can be produced by the incompatibility of base with functional groups in 
one of the substrates. 
On the other hand, the complex mixture, hard to purify, which was obtained can 
be explained by the formation of different side-products in the process of the reaction. 
These side-products might be: 
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a) Reduced aryl halide (ArX → ArH): Since the amine 8a attached to palladium 
center possesses a β-hydrogen, β-hydride elimination of D (β-hydrogen of the 
amine 8a is transferred to the metal and a double bond is formed) can compete 
with the reductive elimination and be faster than the desired reductive 
elimination. 
b) The phenol corresponding to the aryl halide (ArX → ArOH): This results from 
competing coupling of water with the aryl halide.
75
  
c) The symmetrical diaryl ether (ArH → ArOAr): It is formed when the phenol, 
previously formed, undergoes Pd-catalyzed C-O formation with another 
molecule of aryl eletrophile.
76
 
d) Symmetrical biaryl (ArX → ArAr): It tends to occur most commonly in 
amination reactions when the transmetallation is difficult or with unsuitable 
solvent for reaction. The use of ligands less sterically hindered or more electro-
deficient at phosphorus and ethereal solvents can improve the outcome of the 
reaction. 
In order to reduce the number of side-products and obtain a higher yield of the 
process, it was carried out the optimization of involved parameters in the reaction: 
catalyst, phosphine, base, solvent and temperature (Scheme 8) on our model reaction.  
 
Scheme 8. General Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 
10a, showing parameters that could be optimized 
                                                            
75 K.W. Anderson; T. Ikawa; R.E. Tundel; S.L. Buchwald, “The direct and selective palladium-catalyzed 
synthesis of phenols from aryl halides and KOH has been achieved through the use of highly active 
monophosphine-based catalysts and the biphasic solvent system 1,4-dioxane/water”. J. Am. Chem. Soc., 
2006, 128, 10694–10695. 
76 C.H. Burgos; T.E. Barder; X.H. Huang; S.L.  Buchwald, “Significantly improved method for the Pd-
catalyzed coupling of phenols with aryl halides: Understanding ligand effects”. Angew. Chem. Int. Ed., 
2006, 45, 4321–4326. 
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High-performance liquid chromatography (HPLC) and LC-MS were the 
methods used to follow reactions and to evaluate their results. The optimal separation 
conditions, of both starting material 10a and 8a and the cross-coupling compound 6a in 
the HPLC, were found employing a gradient H2O:ACN from 0% to 90% in 15 minutes 
on a C4 Interchrom UPTISPHERE column (1 mm, 250 x 2) (Figure 26).  
 
Figure 26. HPLC chromatogram, at 254 nm, with retention times of                                
starting materials 10a and 8a and the Buchwald-Hartwig                                                  
cross-coupling compound 6a 
Figure 27 shows structures of different ligands that were used during 
optimization process.  
   
BINAP Xantphos P(o-tolyl)3 
  
 
 
XPhos tBuBrettPhos P(Cy)3 P(nBu)3 
Figure 27. Phosphines as ligands which were used during optimization process 
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First of all, three different catalytic systems were tested (Table 3). It was 
observed that in the presence of Pd2dba3, the reaction was really favoured using the 
diphosphine Xantphos (Table 3, entry 1) as ligand instead of the monophosphine 
tricyclohexylphosphine (Table 3, entry 3).  
When Xantphos was employed as ligand (Table 3, entries 1 and 2), reduced aryl 
bromide form, 2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine 16, appeared obtained 
from the competitive β-hydride elimination reaction. This side-reaction resulted to be 
more important employing Pd(PPh3)2Cl2 (6a/16, 0.17)  than Pd2dba3 (6a/16, 0.46). 
Moreover, the conversion was higher using Pd2dba3 (6a/10a, 1.78) than Pd(PPh3)2Cl2 
(6a/10a, 0.39) (Table 3, entries 1 and 2). This can be explained because, in the second 
case, a Pd(II) specie is used, so its reduction to Pd(0) must occur before the cross-
coupling reaction can take place. However, in the Pd2dba3 case, its oxidation state is 
directly Pd(0) and for this reason, reduction of Pd is not required. 
Table 3. Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 10a. Study of 
different catalytic systems 
 
 
No. Catalyst Ligand 
Results HPLC (254 nm) 
6a/10a 6a/16 
1 Pd2dba3 Xantphos 1.78 0.46 
2 Pd(PPh3)2Cl2 Xantphos 0.39 0.17 
3 Pd2dba3 P(Cy)3 0.03 0.56 
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Next step was the evaluation of more polar solvents than toluene to improve 
reactants solubility and base (Table 4). In the case of 
t
BuOH (Table 4, entries 3 and 4,), 
a protic, polar solvent, reactions did not work at all. Employing DMF, an aprotic polar 
solvent with K2CO3 (Table 4, entry 5,), the reaction conversion was improved (6a/10a, 
1.62) comparing with the use of K2CO3 in toluene (6a/10a, 1; Table 4, entry 2). 
Nevertheless, the β-hydride elimination side-reaction was, at the same time, favoured 
(6a/16, 1.51; Table 4, entry 5). 
 
Synthesis of potential Antagonists of Adenosine A2A Receptor 
223 
Table 4. Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 10a. Study of 
solvent nature with both weak and strong bases 
 
No. Base Solvent 
Results HPLC (254 nm) 
6a/10a 6a/16 
1 tBuONa Toluene 1.78 0.46 
2 K2CO3 Toluene 1 1.90 
3 tBuONa tBuOH 0 ---- 
4 K2CO3 
tBuOH 0.01 ---- 
5 K2CO3 DMF 1.62 0.66 
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Then, the optimal base was chosen taking into account that in this kind of 
reactions it is not possible to select it purely on the grounds of the pKa of the free N 
nucleophile because the pKa value is modified significantly by binding to Pd, which 
typically happens before deprotonation (Scheme 7). 
In general, with weak bases (Table 5, entries 4 to 6), reactions underwent a 
lower conversion than with strong bases (Table 5, entries 1-3 and 7). This can be due to 
the very low solubility of these inorganic bases in non-polar solvents as toluene.  
The best conversion of the process were observed when strong bases: LHMDS 
(pKa ≈ 26; 6a/10a, 1.78) and tBuONa (pKa ≈ 17; 6a/10a, 0.73) were used (Table 5, 
entries 1 and 7).  
Despite the fact that LHMDS worked with less conversion, its use resulted to be 
more convenient due to the decreased formation of reduced aryl bromide 16          
(6a/16, 0.88). Furthermore, it is worthy to highlight that its chromatogram pattern seems 
to be cleaner than with 
t
BuONa. This can be explained taking into account that the used 
of LHMDS was a commercially available solution 1 M in THF. This fact helps to avoid 
the generation of side-products such as the phenol of the aryl bromide (ArOH) and the 
diaryl ether (ArOAr) whose formations were explained previously. 
On the other hand, the use of K2CO3 (Table 5, entry 4) gave a better conversion 
than LHMDS and a better proportion of cross-coupling compound 6a respected to the 
reduced aryl bromide 16. However, formation of the symmetrical biaryl 17 specie 
(Figure 28) as a side-product was observed by LCMS and for this reason, it was not 
selected as the optimal conditions. 
 
Figure 28. Structure of the symmetrical biaryl side compound 17 
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In the case of MeONa, the reaction was checked after 24 and 48 h              
(Table 5, entries 2 and 3). The longer reaction time is, the more the conversion was 
improved (6a/10a, from 0.11 to 0.68) but, at the same time, the more the proportion of 
reduced aryl bromide 16 increased (6a/16, from 3.50 to 0.42). This fact let find out that 
long reaction times were not favourable to obtain a high conversion of the starting 
material 10a into the cross-coupling compound 6a. For this reason, it was decided to try 
the reaction heating with the aid of a microwave which is able to perform the reaction at 
higher temperature, allowing the reaction to be completed in a shorter time (Table 6). 
Table 5. Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 10a. Study of 
the nature of the base 
 
 
No. Base 
Results HPLC (254 nm) 
6a/10a 6a/16 
1 tBuONa 1.78 0.46 
2 MeONa (24 h) 0.11 3.50 
3 MeONa (48 h) 0.68 0.42 
4 K2CO3 1 1.90 
5 K3PO4 0.11 4.27 
6 Cs2CO3 0.03 0.24 
7 LHMDS 0.73 0.88 
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Table 6. Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 10a. Study of 
the influence of the temperature reaction, heating with microwave irradiation 
 
 
No. Solvent T (ºC) 
Results HPLC (254 nm) 
6a/10a 6a/16 
1 Toluene 120 23.5 0.43 
2 Dioxane 100 1.24 0.37 
3 Dioxane 90 0.28 1.06 
4 Dioxane 80 43.3 1.25 
5 Dioxane 70 0.57 1.41 
6 Dioxane 60 0 2.95 
 
 
Using microwave irradiation, the influence of temperature was studied (Table 6). 
First of all, toluene at temperature to reflux (Table 6, entry 1) was used as it was the 
optimal conditions obtained using conventional heating. Then, using dioxane, 
temperature was decreased but keeping the reflux (Table 6, entry 2). The best condition 
was the second one since the chromatogram was much cleaner. Next step, lower 
temperatures were evaluated (Table 6, entries 3-6) with the aim of suppressing the 
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formation of the side product 16. The best conversion of 10a to 6a was achieved 
performing the reaction at 80ºC in dioxane (Table 6, entry 4). 
The last modified parameter in this optimization process was the ligand       
(Table 7). Biphosphines (Table 7, entries 1 and 2) and monophosphines (Table 7, 
entries 3-6) were studied. In general terms, the best results were obtained using 
biphosphines as often described in the literature. Table 7 shows that the alkylic 
monophoshine P(nBu)3 (Table 7, entries 6) did not favour the reaction. Among the two 
used dialkylbiaryl phosphines (Table 7, entries 4 and 5), clearly the less sterically 
hindered one (see structures in figure 27), XPhos (Table 7, entriy 4), worked better than 
t
BuBrettPhos (Table 7, entry 5) which gave a low conversion and a high proportion of 
reduced aryl bromide 16. In spite of the fact that XPhos (Table 7, entry 4) gave higher 
relations 6a/10a and 6a/16 than the biphosphines Xanphos and BINAP (Table 7, entries 
1 and 2 respectively), it was not selected as good conditions due to the high formation 
of the symmetrical biaryl 17 specie as a side-product (6a/17 = 4.38). 
Table 7. Buchwald – Hartwig cross coupling of 1-phenylpiperazine 8a to 10a. Study of 
different phosphines as ligands 
 
No. Ligand 
Results HPLC (254 nm) 
6a/10a 6a/16 6a/17 
1 Xantphos 43.3 1.25 11.4 
2 BINAP 16.33 3.47 43.33 
3 P(o-tolyl)3 0.66 0.05 ----
b 
4 XPhos 69.4 1.41 4.38 
5 tBuBrettPhos 0.14 0.08 ----b 
6a P(nBu)3 0 ---- ----
 
a  The reaction did not evolve. Starting material 10a was recovered. 
b
  Not calculated. 
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Although the biphosphine BINAP (Table 7, entry 2) gave the best results in 
terms on conversion of the starting material 10a and proportions with side products 16 
and 17, purification of final cross-coupling compound 6a was really difficult not only in 
this one but also in the rest of final compounds which were synthesized using this 
conditions. For this reason, the ligand Xantphos (Table 7, entry 7) was considered also 
as an optimal ligand. 
To sum up, the optimal conditions to carry out the cross-coupling of the                        
1-phenylpiperazine 8a with the aryl halide 6-bromide-2-(3,4-dimethoxyphenyl) 
imidazopyridine 10a, using Buchwald - Hartwing reaction, were Pd2dba3 as catalyst, 
BINAP or Xantphos as ligand, LHMDS (1 M in THF) as base in dioxane, heating at 
80ºC in a  microwave oven for 30 minutes. 
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Once getting the optimal conditions, the other amino-imidazopyridines were 
synthesized as figure 29 shows:  
Preladenant analogs 
  
6a  yield = 11%   6ba 
ZM241385 analogs 
  
7a  yield = 8%   7ba 
a
 They were not purified due to time constraints 
Figure 29. New amino-imidazopyridines synthesized by Buchwald – Hartwig cross coupling 
of 8a, 8b, 9a and 9b to 10a forming 6a, 6b, 7a and 7b respectively 
Then the Buchwald – Hartwig cross coupling reaction was tried over the starting 
material 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazol[1,2-a]pyridin-8-amine 10b but it 
did not work. So it was protected the amine group as a carbamate, employing as reagent 
di-tert-butyldicarbonate (Boc2O).  
Among all conditions tested (Table 8), the best ones were employing 3 eq of  
NaHMDS (1 M in THF) and 3 eq of Boc2O in dry THF (Table 8, entries 5 and 6) 
getting yields of 80 and 95%, respectively; depending on if 10b was dehydrobrominated   
(Table 8, entry 6) or not (Table 8, entry 5). 
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Table 8. Protection of amine group of 10b as a carbamate, using Boc2O 
 
 
No. Base (eq) Boc2O (eq) Solvent  T, t Yield 10c (%) 
     1a,77 Et3N 3 1.5 THFanh Δ, overnight ----- 
     2b,78 DMAP 3 1.5 THFanh rt, overnight ----- 
   379 NaHMDS 3 1.6 THFanh rt, 3 h 38 
4 NaHMDS 3 2.5 THFanh rt, 3 h 57 
5 NaHMDS 6 3 THFanh rt, 3 h 82 
 6b NaHMDS 6 3 THFanh rt, 3 h 95 
a The reaction did not evolve. Starting material 10b was recovered 
b
 Before performing the reaction, 10b was dehydrobrominated by basic extraction 
 In order to compare the effect of the amine group in the biological assays, 
preladenant and ZM241385 analogs were synthesized employing the optimal conditions 
for the Buchwald –Hartwig cross-coupling reaction which had been previously obtained 
(Figure 30). 
 
 
 
 
                                                            
77 P.R. Hamann; A. Wissner; A. ,Yamashita, “Substituted-3-cyano-[1.7],[1.5], and [1.8]-naphthyridine 
inhibitors of tyrosine kinases”. Patent Number EP 1171440 B1, 2004. 
78 W.S. Huang; C.A. Metcalf; R. Sundaramoorthi; Y. Wang; D. Zou; R.M. Thomas; X. Zhu; L. Cai; D. 
Wen; S. Liu; J. Romero; J. Qi; I. Chen; G. Banda; S.P. Lentini; S. Das; Q. Xu; J. Keats; F. Wang; S. 
Wardwell; Y. Ning; J.T. Snodgrass; M.I. Broudy; K. Russian; T. Zhou; L. Commodore; N.I. 
Narasimhan; Q.K. Mohemmad; J. Iuliucci; V.M. Rivera; D.C. Dalgarno; T.K. Sawyer; T: Clarkson; 
W.C. Shakespeare, “Discovery of 3-[2-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-yl)ethynyl]-4-methyl-N-{4-[(4-
methylpiperazin-1-yl)methyl]-3-(trifluoromethyl)phenyl}benzamide (AP24534), a potent, orally active 
pan-inhibitor of breakpoint cluster region-abelson (BCR-ABL) kinase including the T315I gatekeeper 
mutant”. J. Med. Chem., 2010, 53, 4701-4719. 
79 M.J. Bamford; R.L. Elliott; G.M.P. Giblin; A. Naylor; T.A. Panchal; A.K. Takle;; J. Witherington, 
“Preparation of imidazopyridines as acid pump antagonists”. Patent Number WO 2007003386 A1, 
2007. 
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Preladenant analogs 
  
6c  yield = 19%   6da 
ZM241385 analogs 
  
7ca   7da 
a
  They were not purified due to time constraints 
Figure 30. New amino-imidazopyridines synthesized by Buchwald – Hartwig cross 
coupling of 8a, 8b, 9a and 9b to 10c forming 6c, 6d, 7c and 7d respectively 
Finally, since furanyl group is a bio-isostere of dimethoxyphenyl group, the 
cross coupling reaction of 1-phenylpiperazine 8a and 4-methoxytyramine 9a over        
6-bromo-2-(furan-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine 18 was tested (Scheme 9). However, 
these reactions did not evolve; starting material 18 was recovered using both ligands: 
BINAP and Xanphos.  
a) 
 
b)  
 
Scheme 9. Cross coupling reaction of a) 1-phenylpiperazine 8a and b) 4-methoxytyramine 
9a over 6-bromo-2-(furan-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine 18 
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5. CONCLUSIONS 
On one hand, the evaluation of the epimerization of the synthesis of both enantiomers of 
Tic-guanidine 1a (R) and 1b (S) has been shown in this chapter. The optical rotation 
was checked in each step of the pathway, which was repeated three times, and evolved 
with and enantiomeric excess of 76.5% for the enantiomer R 5b since the racemisation 
of the process took place in the reduction to aldehyde followed by reductive amination 
step. 
On the other hand, ZM241385 and Preladenant analogs have been synthesized 
replacing their central heterocycle by an imidazopyridine (6a-d) and                            
amino-imidazopyridine skeleton (7a-d); in order to validate this kind of structure as 
antagonists of A2AR.  
In the near future, new compounds that could not be purified (6b, 6d, 7b, 7c, 7d) 
for time constraints will have to be purified. Furthermore, the tert-butyl carbamate of 
tert-butyl-(6-aryl-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)carbamates 7 
will have to be removed (HCl in Dioxane 3M) to obtained the corresponding                 
6-aryl-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazol [1,2-a]pyridin-8-amines. 
Moreover, other analogous should be synthesized (Figure 31):  
Preladenant analogs ZM241385 analogs 
  
n   = 0, 1, 2  
R1  = 
 
R1  = 
 
R2  =   H  ;  -O(CH2)2OCH3 R2  =   OMe  ;  OH 
R3  =   H  ;  NH2 R3  =   H  ;  NH2 
Figure 31. Next molecules to be synthesized 
 
 
Chapter V 
234 
6. EXPERIMENTAL PART 
6.1. Materials and general methods 
Unless otherwise specified, materials were purchased from commercial suppliers and 
used without further purification. All reactions involving Palladium catalysis were 
carried out under nitrogen atmosphere. THF was freshly distilled with the common 
method using benzophenone and sodium under nitrogen atmosphere. 
Experimental conditions of microwave – assisted reactions were specified in 
each case. They were performed in a Biotage
®
 Initiator Robot Eight and Robot Sixty 
microwave in the laboratory of Prof. B. Déprez’s group (U1177 – Drugs and Molecules 
for Living Systems) in the Faculty of Pharmacy of the University of Lille 2. 
During the optimization of Buchwald-Hartwig reaction conditions, reactions 
were followed by high pressure liquid chromatography (HPLC) using a column 
XBridge™ BEH C18 (2.1 x 50mm). It was performed on a Shimadzu LC-2010AHT 
system equipped with a UV detector at 215 and 254 nm. Three drops of crude reaction 
were filtered through cotton and washed with DCM. Solvent was evaporated under 
reduced pressure. Compounds were dissolved in three drops of MeOH and 900 μL of 
buffer A and 100 μL of buffer B and introduced into the system. The eluent solvents 
were: a) Buffer A (H2O:TFA, 100:0.1) b) Buffer B (CH3CN:H2O:TFA, 80:20:0.1). 
HPLC retention times (tR) were obtained by a gradient water:acetonitrile from 0% to 
90% of acetonitrile in 15 minutes using a C4 Interchrom UPTISPHERE column            
(1 mm, 250 x 2). 
Purification of reaction crudes were performed by either column 
chromatography, using Macherey-Nagel silica gel (230 - 400 mesh), or Revelys™ Flash 
Chromatography System, using Chromabond
®
 Macherey-Nagel Flash Cartridges, or 
preparative layer chromatography, using glass plates coated with Macherey-Nagel Sil 
60/UV254 (thickness 2 mm). The eluent was specified in each case. Macherey-Nagel 
Alugram
TM
 Sil 60/UV254 (thickness 0.2 mm) was used to perform thin layer 
chromatography (TLC) and compounds were detected by UV (254 nm) radiation and 
with KMnO4 or Drangendorff’s solutions. 
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Preparative HPLC technique was also used for the purification step. They were 
performed using a Varian PRoStar system, in the laboratory of Prof. B. Déprez’s group      
(U1177 – Drugs and Molecules for Living Systems) in the Faculty of Pharmacy of the 
University of Lille 2, using an OmniSphere 10 column C18 250 mm × 41.4 mm 
Dynamax from Varian, Inc. A gradient starting from CH3CN:H2O:HCO2H, 20:80:0.1 
and reaching CH3CN:HCO2H, 100:0.1 at a flow rate of 80 mL/min was used. 
NMR spectrums were recorded on a Bruker DRX 300 spectrometer, operating at         
300 MHz for 
1
H-NMR and 75 MHz for 
13
C-NMR. In order to identify signals in 
1
H and           
13
C-NMR were performed DEPT-135, COSY, HSQC and HMBC experiments. For 
more clarity in the assignment, it has been stablished an arbitrary numbering of 
hydrogen atoms, which is specified in each case. Chemical shifts (δ) are expressed in 
parts per million (ppm), taking as reference either tetramethylsilane (TMS) or the 
residual proton signal in the deuterated solvent, which was specified in each case. 
Multiplicities are reported using the following abbreviations: s, singlet; d, doublet;         
t, triplet; q, quartet; m, multiplet; dd, doublet of doublet; br, broad. 
Mass spectra were recorded on a Varian triple quadrupole 1200W mass 
spectrometer equipped with a non-polar C18 TSK-gel super ODS (4.6 x 50 mm) 
column, using electrospray ionization and a UV detector (diode array). 
Melting points were performed on a Barnstead Electrothermal Melting Point 
Series IA9200 and are uncorrected. 
Optical rotations were measured at 20°C on a Perkin-Elmer 343 polarimeter.       
  Specific rotations were recorded in DCM (c = mg/mL). 
The purity of final compounds were checked by two kinds of HPLC columns: a) 
C4 Interchrom UPTISPHERE (1 mm, 250 x 2) and b) C18 Interchrom UPTISPHERE                    
(1 mm, 250 x 2). Analytical HPLC was performed on a Shimadzu LC-2010AHT system 
equipped with a UV detector at 215 and 254 nm. Samples were dissolved in two drops 
of MeOH and 900 μL of buffer A and 100 μL of buffer B and introduced into the 
system. The eluent solvents were: a) Buffer A (H2O:TFA, 100:0.1) b) Buffer B                                
(CH3CN:H2O:TFA, 80:20:0.1). HPLC retention times (tR) were obtained at a flow rate 
of 0.2 mL/min for 35 min using the following conditions: a gradient run from 100% at 
buffer A over a minute, then to 100% of buffer B over the next 30 min. 
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6.2. Tic-guanidine family80  
6.2.1. General protocol for Boc protection 
To a solution of 1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid 2 (1 eq) in water  
(0.54 mL/mmol) and dioxane (0.54 mL/mmol) was added Et3N (3 eq) and Boc2O        
(1.1 eq) portion wise. The mixture was stirred at rt for 2 h. Completion of the reaction 
was determined by TLC analysis. After evaporation of dioxane under reduced pressure, 
crude reaction was extracted twice with EtOAc, then washed with 1 M HCl and twice 
with a saturated NaCl solution. The aqueous phase was extracted with EtOAc. The 
organic phase was dried with MgSO4, filtered and evaporated under reduced pressure. 
2-(Tert-butoxycarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid 3 was used 
without any further purification. 
A. (S)-2-(Tert-butoxycarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid, 3 
 
C15H19NO4 
M.W. = 277.13 g/mol 
White powder 
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.5 
Yield 78% (2.43 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.41 and 1.52 (2s, 9H,  (CH3)3-Boc), 3.10 – 3.27 (unresolved AB part of  
ABX system, m, 2H, H4), 4.48 and 4.66 – 4.76 [AB system, (t, 1H, J = 15 Hz,) and      
(m, 1H), H1], 4.71 – 4.76 and 5.12 – 5.13 [X part of ABX system (s, 0.5 H) and          
(m, 0.5 H), H3], 7.08 – 7.19 (m, 4H, HAr), 10.74 (s, 1H, COOH). 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = +11.6º (c = 0.01 g/mL) 
B. (R)-2-(Tert-butoxycarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid, 3b 
 
C15H19NO4 
M.W. = 277.13 g/mol 
White powder 
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.5 
                                                            
80 All compounds were synthesized following procedures from: V. Moas Heloire in “Partie 
Expérimentale”. Conception, synthese et evaluation de nouveaux ligands antagonistes du recepteur A2A. 
Doctoral Thesis, Université de Lille 2 – Droit et Santé, Lille, 2015. 
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Yield 94% (1.47 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.42 and 1.52 (2s, 9H,  (CH3)3-Boc), 3.11 – 3.29 (unresolved AB part of  
ABX system, m, 2H, H4), 4.46 and 4.71 – 4.78 [AB system, (dd, 1H, J = 9.0 and       
18.0 Hz) and (m, 1H), H1], 4.65 – 4.77 and 5.09 [X part of ABX system (s, 0.5 H) and 
(m, 0.5 H), H3]; 7.12 – 7.20 (m, 4H, HAr) 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = -11.6º (c = 0.01 g/mL) 
6.2.2. General protocol to synthesize Weinreb amide compounds 
To a solution of appropriate 2-(tert-butoxycarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-
carboxylic acid 3 (1 eq) dissolved in a mixture of CH2Cl2 and CH3CN                        
(1:1, 3,7 mL/mmol of carboxylic acid), EDC (1.3 eq), HOBt (1.3 eq), NMM (6.5 eq) 
and HN(Me)OMe.HCl (2.1 eq) were added. The mixture was stirred at rt overnight and 
then solvent was evaporated under reduced pressure. The resulting crude product was 
dissolved in DCM, washed three times with saturated NaHCO3 solution, three times 
with 1M HCl and once with brine. Organic layer was dried over MgSO4, filtered and 
concentrated under reduced pressure. Title compounds were purified by flash 
chromatography (DCM:EtOAc). 
A. Tert-butyl (3S)-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate, 4a 
 
 
C17H24N2O4 
M.W. = 320.17 g/mol 
Colorless oil  
Rf (DCM:EtOAc, 90:10) = 0.6 
 
Yield 50% (1.52 g) 
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1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.45 and 1.51 (2s, 9H,  (CH3)3-Boc), 2.94 – 3.19 (unresolved AB part of  
ABX system, m, 2H, H4), 3.16 and 3.19 (2s, 3H, N-CH3), 3.78 and 3.85                          
(2s, 3H, O-CH3), 4.69 and 4.70 [(AB system, 1H, J = 16.5 Hz, Δν = 36 Hz) and (AB 
system, 1H, J = 16.5 Hz, Δν = 123 Hz), H1], 4.86 and 5.23 [X part of ABX system      
(ft, J = 6.0 Hz, 0.5H) and (ft, J = 7.5 Hz, 0.5H), H3], 7.15 – 7.20 (m, 4H, HAr) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.1, 28.3 and 28.4 (3CH3-Boc); 29.8, 30.1, 
30.4, 30.9, 32.2, 32.5 and 32.7 (CH2-4); 43.4, 44.5 and 45.4 (CH2-1); 50.7, 52.3, 53.2, 
53.5 and 54.8 (N-CH3 and CHAr); 61.3, 61.5 and 61.7 (O-CH3); 80.4, 81.6 and          
83.9 (C-Boc); 125.8, 127.1, 127.6, 127.7, 127.9, 128.8, 129.4, 129.9, 132.1, 132.7, 
132.9, 133.0, 133.9, 134.2, 134.7 and 135.5 (CHAr and CAr); 154.7, 154.9 and         
155.3 (C=O, Boc); 173.0, 174.9 and 175.6 (N-C=O) 
 LC-MS tR = 2.4 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 321.1; [M-Boc, H]
+
 221.1 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = -44.1º (c = 0.01 g/mL) 
B. Tert-butyl (3R)-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate, 4b 
 
 
C17H24N2O4 
M.W. = 320.17 g/mol 
Colorless oil  
Rf (DCM:EtOAc, 84:16) = 0.5 
 
Yield 23% (0.33 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.46 and 1.51 (2s, 9H, (CH3)3-Boc), 2.94 – 3.19 (unresolved AB part of  
ABX system, m, 2H, H4), 3.16 and 3.19 (2s, 3H, N-CH3), 3.78 and 3.85                      
(2s, 3H, O-CH3), 4.69 and 4.70 [(AB system, 1H, J = 16.5 Hz, Δν = 34.5 Hz) and         
(AB system, 1H, J = 15.0 Hz, Δν = 123 Hz), H1], 4.87 and 5.24 [X part of ABX system 
(ft, J = 6.0 Hz, 0.5H) and (ft, J = 6.0 Hz, 0.5H), H3], 7.15 – 7.21 (m, 4H, HAr). 
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13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.5 (3CH3-Boc); 31.0 and 31.2 (C4);            
50.7 (C1); 52.8 (C3); 60.4 (N-CH3); 61.3 and 61.5 (O-CH3); 80.2 and 80.4 (C-Boc); 
125.8, 126.0, 126.7, 126.8, 127.0, 127.3 and 127.9 (CHAr); 132.1, 133.0, 134.5 and 
135.5 (CAr); 154.7 and 155.3 (C=O, Boc); 172.5 and 173.0 (N-C=O). 
LC-MS tR = 2.4 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 321.1; [M-Boc, H]
+
 221.1 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = +42.3º (c = 0.01 g/mL) 
6.2.3. General protocol to synthesize amine compounds by reductive 
amination 
To a solution of appropriate tert-butyl 3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 4 (1 eq) in THF was added LiAlH4 (0.9 eq of commercial 
solution 1 M in THF) drop wise under N2 at 0
o
C and stirred for 1 h at 0
o
C. Then 
saturated KHSO4 solution was added drop wise. THF was evaporated off. The resulting 
crude product was dissolved in DCM, washed twice with saturated NaHCO3 solution, 
twice with 1 M HCl, once with brine. Organic layer was dried over MgSO4, filtered and 
solvent was evaporated under reduced pressure. No further purification was performed. 
To a solution of resulting aldehyde (1 eq) in DCM, benzylamine (1.2 eq) was added 
under N2. The mixture was stirred at rt for 30 min, NaBH(OAc)3 (3 eq) was added 
portionwise (at least for 10 min). The mixture was stirred overnight, diluted with DCM 
(3 mL) and saturated NaHCO3 solution (3 mL) was added. The mixture was stirred 
during 10 min. The organic layer was separated and the aqueous phase washed twice 
with DCM. Combined organic layers were dried over MgSO4, filtered and solvent was 
evaporated under reduced pressure. Title compounds were purified by flash 
chromatography (DCM:MeOH). 
A. Tert-butyl (3S)-3-[(benzylamino)methyl)]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate, 5a 
 
C22H28N2O2 
M.W. = 352.22 g/mol 
Colorless oil  
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.5 
Yield 89% (0.34 g) 
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1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.49 (s, 9H, 3CH3-Boc), 2.58 - 2.72 (unresolved AB part of ABX system,   
m, 2H, H5); 2.93 [AB part of ABX system (dd, 1H, J = 6.0 and 18.0) and (dd, 1H,          
J = 3.0 and 15.0 Hz), Δυ = 90 Hz, H4]; 3.85 (dd, 2H, J = 13.4 and 19.5 Hz, H6); 4.17 
and 4.22 (2s, 1H, H3); 4.45 - 4.92 (m, 2H, H1); 5.53 (s, 1H, NH); 7.03 - 7.20               
(m, 4H, HAr); 7.21 - 7.36 (m, 5H, HAr)  
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.5 (3CH3-Boc); 31.1 (C4); 43.1 (C5);        
48.3 (C1); 50.1 (C3); 53.5 (C6); 79.9 (C-Boc); 126.1, 126.6, 126.9, 128.0 and           
128.4 (CHAr); 129.1, 132.9 and 140.5 (CAr); 155.4 (C=O, Boc) 
LC-MS tR = 2.8 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 353.3; [M-Boc, H]
+
 297.2 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = -43.4º (c = 0.01 g/mL) 
Enantiomeric excess ee = 100 % 
B. Tert-butyl (3R)-3-[(benzylamino)methyl)]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate, 5b 
 
C22H28N2O2 
M.W. = 352.22 g/mol 
Colorless oil  
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.4 
Yield 84% (0.12 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3): indicates the presence of 2 conformers 
δ (ppm) = 1.50 (s, 9H, 3CH3-Boc), 2.52 and 2.68 [AB part of ABX system                
(dd, 1H, J = 9.0 and 12.0 Hz) and (dd, 1H, J = 9.0 and 12.0 Hz), Δυ = 48 Hz, H5],                       
2.81 and 3.07 [AB part of ABX system (dd, 1H, J = 6.0 and 21.0 Hz) and                             
(dd, 1H, J = 3.0 and 15.0), Δυ = 81 Hz, H4], 3.78 [AB system, d, 2H, J = 15.0 Hz,           
Δυ = 21 Hz, H6), 4.19 and 4.25 (2s, 1H, H3), 4.45 - 4.45 (m, 2H, H1),                               
7.11 - 7.29 (m, 9H, HAr) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.5 (3 CH3-Boc); 31.32 (C4); 43.1               
(C1 and C6); 48.4 (C3); 50.1 (C5); 79.9 (C-Boc); 128.3, 127.9, 126.8, 126.5 and        
126.1 (CHAr); 140.4, 132.9 and 129.1 (CAr); 155.4 (C=O, Boc) 
LC-MS tR = 3.0 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 353.3; [M-Boc, H]
+
 297.2 
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Optical rotation αD (25ºC, DCM) = +33.2º (c = 0.01 g/mL) 
Enantiomeric excess ee = 76.5% 
6.2.4. General protocol to prepare guanidine compounds 
To a solution of appropriate tert-butyl (3R)-3-[(benzylamino)methyl)]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 5 (1 eq) in EtOH (1.6 mL/mmol of amine), NaHCO3 (3 eq) 
and BrCN (1.1 eq) were added. The mixture was stirred at rt for 5 h. The mixture was 
diluted with H2O and extracted twice with DCM. Combined organic layers were dried 
under MgSO4. The solution was filtered and solvent was evaporated under reduced 
pressure. No further purification was performed unless specified. The nitrile compound 
(1 eq) was dissolved in 3M HCl/dioxane (0.08 M) and stirred at rt overnight. Dioxane 
was evaporated under reduced pressure. Title compounds were purified by flash 
chromatography (DCM:MeOH). 
A. (10aS)-2-Benzyl-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-b]isoquinolin-3-imine mono 
hydrochloride, 1a 
 
C18H19N3·HCl 
M.W. (HCl) = 313.13; 315.13 g/mol 
M.W. = 277.16 g/mol 
White powder 
Melting point = 198.5 °C 
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.3 
Yield 45% (19.3 mg) 
1
H-NMR (300 MHz, CD3OD), δ (ppm) = 2.95 [AB part of ABX system                     
(dd, 1H, J = 9.0 and 18.0 Hz, 1H) and (dd, 1H, J = 9.0 and 15.0 Hz, 1H), Δυ = 72 Hz, 
H4], 3.61 [AB part of ABX system (t, 1H, J = 9.0 Hz) and (t, 1H, J = 6.0 Hz),             
Δυ = 144 Hz, H5], 4.01 - 4.11 (unresolved X part of ABX system, 1H, H3), 4.54 - 4.72 
(m, 4H, H1 and H6), 7.18 -  7.26 (m, 4H, HAr), 7.36 – 7.43 (m, 5H, HAr) 
13
C-NMR (75 MHz, CD3OD), δ (ppm) = 33.4 (C4); 43.9 (C6); 48.5 (C1); 51.7 (C5); 
53.2 (C3); 126.2, 126.8, 127.0, 127.7, 128.1, 128.8 and 129.1 (CHAr); 129.9, 132.0 and 
134.4 (CAr); 156.7 (C=N) 
LC-MS tR = 2.5 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 278.2  
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IR, ν (cm-1) = 3089 (Csp2 and Csp3), 1660 (C=N) 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = -0.45 (c = 0.5 mg/mL) 
HPLC: 
 C4 column C18 column 
 215 nm 254 nm 215 nm 254 nm 
tR (min)  11.7  20.5 
Purity (%)  >99  >99 
B. (10aR)-2-Benzyl-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-b]isoquinolin-3-imine mono 
hydrochloride, 1b 
 
C18H19N3·HCl 
M.W. (HCl) = 313.13; 315.13 g/mol 
M.W. = 277.16 g/mol 
White powder 
Melting point = 197.0 °C 
Rf (DCM:MeOH, 96:4) = 0.3 
Yield 85% (18.7 mg) 
1
H-NMR (300 MHz, CD3OD), δ (ppm) = 2.93 [AB part of ABX system                          
(dd, 1H, J = 6.0 and 18.0 Hz) and (dd, 1H, J = 6.0 and 15.0 Hz), Δυ = 78 Hz, H4], 3.61 
[AB part of ABX system (t, 1H, J = 9.0 Hz, 1H) and (t, 1H, J = 9.0 Hz, 1H),                    
Δυ = 147 Hz, H5], 4.01 – 4.11 (unresolved X part of ABX system, 1H, H3), 4.54 - 4.88 
(m, 4H, H1 and H6), 7.18 - 7.26 (m, 4H, HAr), 7.36 - 7.43 (m, 5H, HAr) 
13
C-NMR (75 MHz, CD3OD), δ (ppm) = 33.4 (C4); 43.9 (C6); 48.5 (C1); 51.7 (C5); 
53.2 (C3); 126.2, 126.8, 127.0, 127.7, 128.1, 128.8 and 129.1 (CHAr); 129.9, 132.0 and 
134.4 (CAr); 156.7 (C=N) 
LC-MS tR = 2.6 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 278.2  
IR, ν (cm-1) = 2979 (Csp2 and Csp3), 1667 (C=N) 
Optical rotation αD (25ºC, DCM) = +0.28 (c = 0.5 mg/mL) 
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HPLC: 
 C4 column C18 column 
 215 nm 254 nm 215 nm 254 nm 
tR (min)  11.6  20.4 
Purity (%)  98  >99 
6.3. Amino-imidazopyridine family 
6.3.1. Synthesis of starting materials:  
A. General protocol to synthesize 2-bromo-1-(aryl)ethanone 81 
To a solution of appropriate arylcetophenone (1 eq) in CHCl3 (1 mL/mmol) and EtOAc 
(1 mL/mmol) was added CuBr2 (2 eq) and the mixture was stirred at 60°C overnight. 
Then, the mixture was filtered, water was added and the aqueous phase was extracted 
twice with EtOAc. The organic phase was then washed with brine, dried over MgSO4, 
filtered and evaporated under reduced pressure. Title compounds were purified by flash 
chromatography (DCM). 
A.1. 2-Bromo-1-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanone, 20 
 
C10H11BrO3 
M.W. = 257.99; 259.99 g/mol 
Yellow solid 
Melting point = (80.6 – 83.4) °C 
Rf (DCM) = 0.4 
Yield 73% (3.95 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3.80 (s, 3H, CH3O), 3.82 (s, 3H, CH3O),           
4.32 (s, 2H, CH2), 6.78 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H6), 7.39 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H3), 7.47         
(dd, 1H,  J = 2.0 and 8.4 Hz, H5) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 30.4 (CH2), 56.1 (CH3O), 56.2 (CH3O),        
110.1 (CHAr), 110.8 (CHAr), 123.9 (CHAr), 127.1 (CAr), 149.3 (CAr), 154.0 (CAr),       
190.1 (C=O) 
                                                            
81 They were synthesized following the procedure from: E. Bellale; M. Naik; A. Ambady; A. Narayan; S. 
Ravishankar; V. Ramachandran; P. Kaur; R. McLaughlin; J. Whiteaker; S. Morayya; S. Guptha; S. 
Sharma; A.K. Raichurkar; D. Awasthy; V. Achar; P. Vachaspati; B. Bandodkar; M. Panda; M. 
Chatterji, “Diarylthiazoles: An antimycobacterial scaffold potentially targeting PrrB-PrrA two 
component system”. J. Med. Chem., 2014, 57, 6572–6582.  
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LC-MS tR = 2.5 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br-COCH2Br, H]
+
 138.9; [M
79
Br, H]
+
 258.9; 
[M
81
Br, H]
+
 260.9 
A.2. 2-Bromo-1-(furan-2-yl)ethanone, 21 
 
C6H5BrO2 
M.W. = 187.95; 189.94 g/mol 
Yellow oil 
Rf (DCM:EtOAc, 90:10) = 0.8 
 
Yield 66% (3.48 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 4.28 (s, 2H, CH2), 6.55 (dd, 1H, J = 1.7 and 
3.6 Hz, HFuran), 7.29 (d, 1H, J = 3.6 Hz, HFuran), 7.58 – 7.61 (m, 1H, HFuran) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 30.3 (CH2), 112.9 (CH), 119.3 (CH), 147.5 
(CH), 150.1 (C=O), 180.2 (C) 
LC-MS tR = 2.1 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br, H]
+
 188.9; [M
81
Br, H]
+
 190.9 
B.  General protocol to synthesize 6-Bromo-2-(aryl)imidazo[1,2-a]pyridine82 
To a solution of appropriate 2-bromo-1-(aryl)ethan-1-one (1 eq) in ethanol                   
(4 mL/mmol) was added 2-amino-5-bromopyridine (1 eq). The mixture was stirred to 
reflux, overnight. The solvent was evaporated under reduced pressure. The product was 
dissolved in DCM, washed twice with NaOH 1 M and H2O. The organic phase was 
dried over MgSO4, filtered and evaporated under reduced pressure. Title compounds 
were purified by flash chromatography. (DCM:MeOH, 94:6). 
B.1. 6-Bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine, 10a 
 
C15H13BrN2O2 
M.W. = 332.02; 334.01 g/mol 
Yellow solid 
Melting point = (186.0 – 188.5) °C 
Rf (DCM:MeOH, 94:6) = 0.7 
                                                            
82 They were synthesized following the procedure from: A. Gueiffier; S. Mavel; M. Lhassani; A. 
Elhakmaoui; R. Snoeck; G. Andrei; O. Chavignon; J.C. Teulade; M. Witvrouw; J. Balzarini; E.D. 
Clercq; J.P. Chapat, “Synthesis of Imidazo[1,2-a]pyridines as antiviral agents”. J. Med. Chem., 1998, 
41, 5108–5112. 
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Yield 82% (0.76 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3.94 (s, 3H, CH3O), 4.01 (s, 3H, CH3O),     
6.94 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H14), 7.24 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H8), 7.44 (dd, 1H, J = 2.0 and   
8.3 Hz, H15), 7.53 – 7.59 (m, 2H, H5 and H11), 7.78 (d, 1H, J = 0.6 Hz, H7),              
8.27 (dd, 1H, J = 0.8 and 1.8 Hz, H7) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 55.9 (CH3O), 56.0 (CH3O), 106.8 (C6),         
107.7 (C3), 109.2 (C11), 111.3 (C14), 117.7 (C5), 118.5 (C15), 125.4 (C7), 126.1 (C10), 
127.9 (C8), 143.9 (C9), 146.4 (C2), 149.3 (C12 and C13) 
LC-MS tR = 2.4 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br, H]
+
 332.9; [M
81
Br, H]
+
 334.9 
B.2. 6-Bromo-2-(furan-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine, 17 
 
C11H7BrN2O 
M.W. = 261.97; 263.97 g/mol 
Brown solid 
Melting point = (176.3 – 181.5) °C 
Rf (DCM:EtOAc, 94:6) = 0.4 
Yield 30% (0.50 g)  
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 6.49 (dd, 1H, J = 1.8 and 3.4 Hz, H13),        
6.88 (d, 1H, J = 3.4 Hz, H14), 7.20 (dd, 1H, J = 1.9 and 9.5 Hz, H7), 7.43 – 7.47                  
(m, 1H, H12), 7.49 (s (br), 1H, H8), 7.70 (s, 1H, H3), 8.18 - 8.22 (m, 1H, H5) 
 13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 107.1 (C9), 107.3 (C14), 108.0 (C3),            
111.7 (C13), 117.8 (C7), 125.6 (C5), 128.4 (C7), 138.6 (C2), 142.4 (C12), 143.9 (C6), 
148.9 (C10) 
LC-MS tR = 2.5 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br, H]
+
 262.9; [M
81
Br, H]
+
 264.9 
C. 6-Bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazol[1,2-a]pyridin-8-amine, 10b83 
 
C15H15Br2N3O2 
M.W. = 4226.95; 430.95 g/mol 
Brown solid 
Melting point = (274.4 – 277.0) °C 
Rf (DCM:EtOAc, 9:1) = 0.3 
                                                            
83 It was synthesized following the procedure from: B. Elman; S. Erbeck; E. Thiemermann, “Process for 
preparing a substituted imidazopyridine compound”. Patent Number WO02/20523 A1, 2002. 
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2-Bromo-1-(3,4-dimethoxyphenul)ethan-1-one 20 (1 eq, 2.29 g, 8.82 mmol),                                         
2,3-diamino-5-bromopyridine (1.2 eq, 1.99 g, 10.6 mmol) and cyclohexanone (8.82 mL) 
were mixed. The mixture was stirred at 130°C, overnight. After cooling the mixture, a 
brown precipitate appeared which was filtered and washed with TBME. 6-bromo-2-
(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine 10b (3.01 g, 8.64 mmol, 98%) 
was obtained as a brown solid. 
Yield 98% (3.01 g) 
1
H-NMR (300 MHz, DMSO-d6), δ (ppm) = 3.83 (s, 3H, CH3O-12’),                                   
3.89 (s, 3H, CH3O-13’), 6.98 (d, 1H, J = 1.4 Hz, H7), 7.14 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H14),     
7.53 (dd, 1H, J = 2.0 and 8.3 Hz, H15), 7.60 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H11),                             
8.35 (d, 1H, J = 1.4 Hz, H5), 8.54 (s, 1H, H3) 
13
C-NMR (75 MHz, DMSO-d6), δ (ppm) = 56.6 (C12’), 57.0 (C13’), 110.7 (C11),        
111.6 (C3), 112.3 (C7), 112.7 (C8), 113.0 (C14), 116.3 (C5), 119.7 (C10), 120.0 (C15), 
132.6 (C6), 135.2 (C9), 136.7 (C2), 150.2 (C13), 151.4 (C12) 
LC-MS tR = 2.5 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br, H]
+
 347.9; [M
81
Br, H]
+
 350.0 
D. Tert-butyl-(6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-
yl)carbamate, 10c
84
 
 
 
C20H22BrN3O4 
M.W. = 447.08; 449.08 g/mol 
Brown oil  
Rf (DCM:EtOAc, 90:10) = 0.8 
 
To a solution of 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine 
hydrobromide 10b (1 eq, 1.57 g, 3.67 mmol) in dry THF (25.7 mL) was added 
NaHMDS (6 eq, 1 M in THF, 22 mL, 22 mmol) at -10°C and the mixture was stirred at 
rt for 3 h. Then, Boc2O (3 eq, 2.4 g, 11 mmol) disolved in dry THF (20 mL) was added 
and the mixture was stirred for 3 h at rt. The mixture reaction was quenched with 
saturated aqueous ammonium chloride solution (55 mL) and the product extracted into 
                                                            
84 It was synthesized following the procedure from: M.J. Bamford; R.L. Elliott; G.M.P. Giblin; A. Naylor; 
T.A. Chal; A.K. Takle; J. Witherington, “Imidazopyridine derivatives as acid pump antagonists”. 
Patent Number WO 2007003386 A1, 2007. 
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EtOAc (x 3), dried over MgSO4, filtered and the solvent was evaporated under reduced 
pressure. The title compound (brown oil) was purified by flash chromatography 
(DCM:EtOAc, 90:10). Tert-butyl-6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a] 
pyridin-8-yl]carbamate 10c (0.76 g, 1.69 mmol, 80 %) was obtained as a brown oil.  
Yield 80% (66.5 mg). 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1.52 (s, 9H, (CH3)3-Boc), 3.89 (s, 3H, CH3O), 
3.92 (s, 3H, CH3O), 6.87 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H14), 7.34 (dd, 1H, J = 1.8 and 8.3 Hz, 
H15), 7.47 – 7.54 (m, 1H, H11), 7.61 (s, 1H, H3), 7.82 (d, 1H, J = 1.6 Hz, H5),              
7.91 (s (br), 1H, H7), 8.08 (s (br), 1H, NH) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.1 (3CH3-Boc), 55.9 (2CH3O),                 
81.5 (C-Boc), 107.8 (C8), 108.6 (C3), 109.2 (C11), 111.3 (C14), 111.5 (C7), 118.4 (C15), 
118.7 (C5), 126.2 (C10), 127.9 (C6), 137.6 (C9), 144.9 (C2), 149.2,                            
149.3 (C12 and/or C13), 152.4 (C=O) 
LC-MS tR = 3.6 min, (m/z), ES
+
 = [M
79
Br, H]
+
 449.0; [M
81
Br, H]
+
 450.0;              
[M
79
Br-Boc, H]
+
 391.9; [M-Boc, 
81
Br]
+
 393.9 
6.3.2. Synthesis of preladenant chain: 
A. 1-Bromo-4-(2-methoxyethoxy)benzene, 2285 
 
 
C9H11BrO2 
M.W. = 229.99; 231.99 g/mol 
Colorless liquid 
Rf (Petroleum Ether:EtOAc, 90:10) = 0.4 
 
K2CO3 (3 eq, 4.01 g, 29.1 mmol) was suspended in dried DMF (24.2 mL). The                      
4-bromophenol (1 eq, 1.68 g, 9.68 mmol) and the ethylmethylether bromide               
(1.1 eq, 1.48 g, 1.01 mL, 10.7 mmol) were added subsequentially and the suspension 
was stirred overnight at 60°C. The reaction mixture was diluted with 80 mL of water 
and the resulting reaction mixture was extracted three times with EtOAc. The combined 
organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, filtered and the solvent was 
                                                            
85 It was synthesized following the procedure from: M. Ghizzoni; J. Wu; T. Gao; H.J. Haisma; F.J. 
Dekker; Y.G. Zheng, “6-Alkylsalicylates are selective Tip60 inhibitors and target the acetyl-CoA 
binding site”. Eur. J. Med. Chem., 2012, 47, 337-344. 
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evaporated under reduced pressure. The title compound (light yellow liquid) was 
purified by flash chromatography (Petroleum Ether:EtOAc, 9:1). 
Yield 84% (1.89 g) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3.31 (s, 3H, CH3O), 3.56 – 3.62 (m, 2H, CH2), 
3.86 – 3.94 (m, 2H, CH2), 6.64 – 6.72 (m, 2H, HAr), 7.21 – 7.29 (m, 2H, HAr) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 59.0 (CH3), 67.5 (CH2), 70.8 (CH2),              
112.9 (CAr), 116.4 (CHAr), 132.2 (CHAr), 157.9 (CAr) 
B. 1-(4-(2-methoxiethyl)phenyl)piperazine, 2386 
 
C13H20N2O2 
M.W. = 236.15 g/mol 
Light yellow solid 
Melting point = (72.7 – 89.9) 
Rf (DCM:MeOH(NH3), 9:1) = 0.7 
A mixture of 1-bromo-4-(2-methoxyethoxy)benzene 22 (1 eq, 1.79 g, 7.75 mmol), 
piperazine (6 eq, 4.01 g, 46.5 mmol), sodium tert-butoxide (1.4 eq, 1.04 g, 10.9 mmol), 
BINAP (3%, 0.145 g, 0.233 mmol) and Pd2(dba)3 (1%, 0.071 g, 0.0775 mmol) in dry 
toluene (93 mL) was refluxed under N2 atmosphere overnight. The mixture was filtrated 
by a pad of celite and the filtrate was evaporated under reduced pressure. The 
compound was extracted with DCM and water. The organic phase was dried over 
MgSO4, filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure. The title 
compound (orange oil) was purified by flash chromatography (DCM:MeOH(NH3), 9:1).  
Yield 39% (0.72 g)  
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1.97 (s (br), 1H, NH), 3.00                              
(s, 8H, CH2, piperazine), 3.41 (s, 3H, CH3O), 3.66 – 3.73 (m, 2H, H6), 4.01 – 4.08     
(m, 2H, H5), 6.85 (s, 4H, HAr). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 46.2 (2 CH2, piperazine), 51.7                          
(2 CH2, piperazine), 59.1 (CH3O), 67.7 (C5), 71.1 (C6), 115.3 (2 CAr), 118.1 (2 CAr), 
146.4 (C4), 152.9 (C1). 
                                                            
86 It was synthesized following the procedure from: S. Morita; K. Kltano; J. Matsubara; T. Ohtani; Y. 
Kawano; K. Otsubo; M. Uchida, “Practical application of the Palladium-catalyzed amination in 
phenylpiperazine synthesis: An efficient synthesis of a metabolite of the antipsychotic agent 
aripiprazole”. Tetrahedron, 1998, 54, 4811–4818. 
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LC-MS tR = 1.5 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 237.0 
6.3.3. General protocols to perform Buchwald-Hartwig reactions: 
Protocol A
87
 
6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine 10a (1 eq), catalyst of Pd       
(0.1 eq), ligand (0.3 eq) and the appropriate base (1.4 eq) were mixed in the appropriate 
dry solvent (3 mL/mmol). The mixture was stirred at rt for 30 min while it was 
deoxygenating. Then, 1-phenylpiperazine (1.1 eq) was added and the mixture was 
heating to reflux, overnight. The crude reaction was filtered through a pad of celite and 
washed with DCM. Solvent was evaporated under reduced pressure.  
Protocol B 
In a microwave vessel: 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine              
10a (1 eq) , Pd2(dba)3 (0.1 eq), ligand (0.3 eq) and the appropriate base (1.4 eq)  were 
mixed in appropriate dry solvent (3 mL/mmol). The mixture was stirred at rt for 30 min 
while it was deoxygenating. Then, the appropriate amine (1.1 eq) was added. The vessel 
was sealed and the reaction was performed in a microwave at 80°C for 30 min. The 
mixture was filtered through a pad of celite and washed with DCM. Solvent was 
evaporated under reduced pressure. 
Protocol C 
In a microwave vessel: tert-butyl N-[6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a] 
pyridin-8-yl]carbamate 10c (1 eq), xantphos or BINAP (0.3 eq), Pd2(dba)3 (0.1 eq) and 
lithium bis(trimethylsilyl)amide (3 eq, 1 M in THF) were mixed in dry dioxane             
(3 mL/mmol). The mixture was stirred at rt for 30 min while it was deoxygenating. 
Then, the appropriate amine (1.1 eq) was added. The vessel was sealed and the reaction 
was performed in a microwave at 80°C for 30 min. The mixture was filtered through a 
pad of celite and washed with DCM. Solvent was evaporated under reduced pressure.  
                                                            
87 It was followed next procedure: C. Enguehard; H. Allouchi; A. Gueiffier; S.L. Buchwald, “Easy access 
to novel substituted 6-aminoimidazo[1,2-a]pyridines using Palladium- and Copper-catalyzed 
aminations”. J. Org. Chem., 2003, 68, 4367–4370. 
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6.3.4. Synthesis of preladenant analogues:  
A. 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-6-(4-phenylpiperazin-1-yl)imidazo[1,2-a]piperazine, 6a 
 
C25H26N4O2 
M.W. = 414.20 g/mol 
Brown solid 
Melting point = (172.2 – 178.5) 
Rf (DCM:iPrOH, 94:6) = 0.6 
It was synthesized by protocol B and purified by preparative HPLC. 
Yield 11% (6.5 mg) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 3.23 – 3.30 (m, 4H, 2CH2-piperazine 6’ or 7’), 
3.35 – 3.43 (m, 4H, 2CH2-piperazine 6’ or 7’), 3.93 (s, 3H, CH3O-12’ or 13’),                
4.01 (s, 3H, CH3O-12’ or 13’), 6.89 - 6.97 (m, 2H, H5 and H11’), 6.98 – 7.04                 
(m, 2H, H10’), 7.19 (dd, 1H, J = 1.9 and 9.7 Hz, H15), 7.29 – 7.36 (m, 2H, H9’),               
7.40 (dd, 1H, J = 1.9 and 8.3 Hz, H7), 7.55 – 7.63 (m, 2H, H8 and H11),                      
7.69 (d, 1H, J = 9.7 Hz, H14), 7.75 (s, 1H, H3) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 49.3 (2 CH2-piperazine 6’ or 7’), 50.4             
(2 CH2-piperazine 6’ or 7’), 56.0 (CH3O-12’ or 13’), 56.1 (CH3O-12’ or 13’),             
108.3 (C3), 109.2 (C8), 111.3 (C5 and C11), 116.4 (C2 or C9), 116.5 (C14 and 2C10’), 
118.4 (C7), 120.5 (C11’), 122.7 (C15), 129.3(2C9’),  140.6 (C10), 143.0 (C2 or C9),              
149.3 (C6), 149.4 (C12 and C13), 151.0 (C8’) 
LC-MS tR = 2.7 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 415.1 
HPLC: 
 C4 column C18 column 
 215 nm 254 nm 215 nm 254 nm 
tR (min) 17.4 17.4 23.4 23.4 
Purity (%) 96 98 96 98 
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B. Tert-butyl (2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-(4-phenylpiperazin-1-yl)imidazo [1,2-a] 
pyridinyl)carbamate, 6c 
 
C30H35N5O4 
M.W. = 529.27 g/mol 
Brown solid 
Melting point = (189.9 – 193.0) °C 
Rf (DCM:iPrOH, 94:6) = 0.7 
It was synthesized by protocol C and purified by preparative HPLC. 
Yield 19% (11 mg) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 1.58 (s, 9H, (CH3)3-Boc), 3.29 – 3.35          
(m, 4H, 2CH2-piperazine), 3.35 – 3.40 (m, 4H, 2CH2-piperazine), 3.90                         
(s, 3H, CH3O-13’), 3.97 (s, 3H, CH3O-12’), 6.81 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H14), 6.91 – 6.98 
(m, 1H, H9’), 7.01 (m, 2H, H7’), 7.29 – 7.32 (m, 2H, H15 and H5 or H7), 7.32 – 7.36     
(m, 2H, H8’), 7.37 – 7.39 (m, 1H, H5 or H7), 7.84 (s, 1H, H3), 8.28                                      
(d, 1H, J = 1.4 Hz, H11), 9.58 (s (br), 1H, NH) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 28.1 (3CH3-Boc), 49.2 (4CH2-piperazine), 
55.9 (CH3O-12’), 56.0 (CH3O-13’), 82.2 (C-Boc), 104.8 (C5 or C7), 108.5 (C5 o r C7), 
109.5 (C3), 111.2 (C14), 112.1 (C11), 116.6 (2C7’), 118.8 (C15), 120.7 (C9’), 125.6 (C10), 
129.3 (2C8’), 137.0 (C9), 143.6 (C2), 149.5 (C12), 150.5 (C13), 150.8 (C6 and/or C6’), 
153.2 (C=O) 
LC-MS tR = 3.7 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 531.2 
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6.3.5. Synthesis of ZM241385 analogues: 
A. 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-N-(4-methoxyphenethyl)imidazo[1,2-a]pyridine-6-
amine, 7a 
 
C24H25N3O3 
M.W. = 403.19 g/mol 
Rf (DCM:iPrOH, 94:6) = 0.5 
It was synthesized by protocol B and purified by preparative HPLC.  
Yield 8% (4.5 mg) 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 2.93 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH2-17), 3.27               
(t, 2H, J = 6.9 Hz, CH2-16), 3.81 (s, 3H, CH3O-21’), 3.90 (s, 3H, CH3O-12’ or 13’), 
4.00 (s, 3H, CH3O-12’ or 13’), 6.82 – 6.93 (m, 4H, H20 and H7 or H8 or H14), 6.97       
(d, 1H, J = 9.2 Hz, H11 or H15), 7.17 (d, 2H, J = 7.4 Hz, H19), 7.27 – 7.30                    
(m, 1H, H7 or H8), 7.56 (s, 1H, H3 or H5), 7.65 (s, 1H, H3 or H5),                               
7.91 (d, 1H, J = 9.8 Hz, H11 or H15) 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm) = 33.8 (CH2-17), 45.1 (CH2-16), 55.3        
(CH3O-21’), 56.0 (CH3O-12’ or 13’), 56.2 (CH3O-12’ or 13’), 104.6 (C7 or C8),   
108.14 (C), 109.27 (C3 or C5), 111.34 (C3 or C5), 113.18 (C11 or C15), 114.29 (C20), 
118.8 (C), 119.1 (C), 125.0 (C11 or C15), 129.7 (C19), 130.1 (C), 135.6 (C), 137.1 (C), 
139.9 (C), 149.6 (C12 or C13), 150.5 (C12 or C13), 158.6 (C21), 162.6 (C) 
LC-MS tR = 2.6 min, (m/z), ES
+
 = [M, H]
+
 404.0 
HPLC: 
 C4 column C18 column 
 215 nm 254 nm 215 nm 254 nm 
tR (min) 20.0 20.0 27.2 27.2 
Purity (%) 80 90 62 89 
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1. MATERIALES 
Los reactivos utilizados en los diferentes ensayos farmacológicos llevados a cabo en la 
presente tesis fueron adquiridos de las siguientes firmas comerciales: Sigma-Aldrich 
(St. Louis, USA), Pareac (España) y Across (New Yersey, USA). Las enzimas AChE y 
β-secretasa recombinante humana (BACE) se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El sustrato 
fluorogénico de β-secretasa y γ-secretasa se adquirió de Calbiochem (La Jolla, CA). El 
péptido βA (25 - 35) se adquirió de GenScript (New Jersey, USA). 
Los ensayos farmacológicos se han realizado con la siguiente instrumentación 
perteneciente al Departamento de Farmacología de la Facultad de Farmacia de la 
Universidad Complutense de Madrid:  
 
 Lector de absorbancia para placas multipocillo: Digiscan Microplate Reader 
(Assys Hitech, Kornenburg, Austria). 
 Lector de fluorescencia para placas multipocillo: FLx880 (Bio-Tek 
Instruments, Inc.). 
 Incubador: Thermo Scientific Hera Cell 150i. Mantenimiento y crecimiento 
de células a 37ºC y 5% CO2. 
 Centrífuga: Centrifuge 5810 R (Eppendorf). 
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2. LÍNEAS CELULARES 
2.1. SH-SY5Y 
La línea celular SH-SY5Y es una sublínea celular humana que se obtuvo por clonación 
de la línea celular original SK-N-SH.
1
 Esta línea se aisló por primera vez en 1973,
2
 a 
partir de una biopsia de médula ósea de un paciente con neuroblastoma.
3
  
La línea SH-SY5Y se utiliza ampliamente como modelo neuronal desde los años 
80 ya que posee propiedades funcionales y bioquímicas propias de neuronas.
4
 
2.2. APPswe 
La línea celular APPswe sobreexpresa la APP humana. Es portadora de la mutación 
sueca
5
 que origina un cambio en la secuencia de aminoácidos inmediatamente antes del 
aminoácido N-terminal del βA. Dicha mutación favorece la acción proteolítica de         
β-secretasa sobre APP dando lugar a una sobreproducción del βA. Además, la mutación 
se asocia con la aparición temprana de la EA familiar. 
 
 
                                                            
1 J.L. Biedler; S. Roffler-Tarlov; M. Schachner; L.S. Freedman, “Multiple neurotransmitter synthesis by 
human neuroblastoma cell lines and clones”. Cancer Res., 1978, 38, 3751-3757. 
2 J.L. Biedler; L. Helson; B.A. Spengler, “Morphology and growth, tumorigenicity and cytogenetics of 
human neuroblastoma cells in continuous culture”. Cancer Res., 1973, 33, 2643-2652. 
3 Un neuroblastoma es un tipo de cáncer infantil que se forma en el tejido nervioso y que por lo general 
suele comenzar en las glándulas suprarrenales (que se ubican en la parte superior de los riñones), el 
cuello, el pecho o la médula espinal. 
4 X. Hong-Rong; H.U. Lin-Sen; L.I. Guo-Yi, “SH-SY5Y Human neuroblastoma cell line: In vitro cell 
model of dopaminergic neurons in Parkinsons’s disease”. Chin. Med. J., 2010, 8, 1086-1092. 
5  Mutación Sueca: Se trata de una variación genética que produce la aparición temprana de la enfermedad 
de Alzheimer. Por término medio, la mitad de los descendientes de quien porta la mutación, la heredará. 
Esta mutación es extremadamente rara y tan sólo se encontró originalmente en dos familias suecas. La 
mutación se produce en el gen que codifica el βA. Ver: M. Mulla; F. Crawford; K. Axelman; H. 
Houlden; L. Lilius; B. Winblad;, L. Lannfelt, “A pathogenic mutation for probable Alzheimer’s disease 
in the APP gene at the N-terminus of β-Amyloid”. Nature Genet., 1992, 1, 345-347. 
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3. MÉTODOS 
3.1. Determinación de la viabilidad celular  
La viabilidad celular se determina, tras el tratamiento de las células con los compuestos 
en estudio, mediante la formación de un compuesto coloreado procedente de la 
reducción del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolio, 1) a su 
forma insoluble, formazán 2. Ello tiene lugar por acción de la enzima succínico 
deshidrogenasa mitocondrial, presente en las mitocondrias de las células viables
6,7
 
(Figura 1).  
 
Figura 1. Reducción del MTT 1 a formazán por la SDH 
El formazán 2, insoluble en medio acuoso, se disuelve en DMSO dando lugar a 
una disolución púrpura. La cantidad de MTT reducido se determina 
espectrofotométricamente a λ = 550 nm.  
La capacidad de las células para reducir al MTT 1 constituye un indicador de la 
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida 
de la viabilidad celular. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad, 
considerando el 100% de viabilidad la media aritmética de las absorbancias de los 
pocillos correspondientes a las células no tratadas.  
La reducción mitocondrial del MTT 1 a formazán 2 se empleó para determinar la 
citotoxicidad de los compuestos en las líneas celulares. 
 
 
                                                            
6 G.C. Shayne en “Alternatives to in vivo studies in toxicology”. B. Balantyne, T. Marrs, T. Syversen. 
General and Applied Toxicology, Volumen 1. Grove’s Dictionaries Inc; 1999, 178-182.  
7 T. Mosmann, “Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to proliferation 
and cytotoxicity assays”. J. Immunol. Methods, 1983, 65, 55-56. 
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3.2. Determinación de la actividad acetilcolinesterasa (AChE) 
La actividad de AChE se determina espectrofotométricamente siguiendo el método 
descrito por Ellman.
8,9 
En este procedimiento se utiliza la acetiltiocolina 3 como sustrato 
llevándose a cabo la valoración de la tiocolina 4 liberada. El principio del método 
consiste en la medida de la velocidad de formación de la tiocolina 4 por hidrólisis de la 
acetiltiocolina 3. La cinética se sigue a través de la reacción continua de la tiocolina 4 
con el ácido 5:5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, 5), dando lugar al ácido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB, 6, λ = 412 nm),10 (Figura 2). 
 
Figura 2. Procedimiento para la valoración de la actividad de acetilcolinesterasa 
 
 
                                                            
8  G.L. Ellman; K.D. Courtney; V.Jr. Andres; R.M. Feather-Stone, “A new and rapid colorimetric 
determination of acetylcholinesterase activity”. Biochem. Pharmacol., 1961, 7, 88-95. 
9 H.C. Froede; I.B. Wilson, “Direct determination of acetyl-enzyme intermediate in the   
acetylcholinesterase-catalyzed hydrolysis of acetylcholine and acetylthiocholine”. J. Biol. Chem., 1984, 
259, 11010-11013. 
10 A. Camean en “Implicaciones toxicológicas de las enzimas colinesterasas”. Toxicología Avanzada. 
Capítulo 5. Ed.: Díaz de Santos, 1995. 
 
Métodos  farmacológicos 
259 
3.3. Determinación de la actividad β-secretasa 
La enzima β-secretasa (β-Site APP-Cleaving Enzyme, BACE) es responsable de la 
proteolisis de APP para producir el residuo 42 del péptido βA.11,12 
Para determinar la actividad in vitro de potenciales inhibidores de β-secretasa se 
emplea el ensayo de Transferencia de Energía de Resonancia Fluorescente 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET, Figura 3).
13
  
  
Figura 3. Principio del ensayo de Transferencia de Energía de Resonancia Fluorescente 
Con el substrato sin escindir, la fluorescencia que proviene del donador (D) es 
atrapada por el aceptor adyacente (A), observándose como el espectro de emisión del 
donador se superpone con el espectro de absorción del aceptor. Sin embargo, cuando el 
substrato es escindido por la β-secretasa, la fluorescencia emitida por el donador ya no 
es atrapada por el aceptor, por lo que puede ser susceptible de medida.
14
 La intensidad 
de la señal fluorimétrica es linealmente proporcional a la velocidad de proteolisis y, por 
tanto, a la actividad enzimática de β-secretasa. Del mismo modo, el aumento de 
fluorescencia se reduce cuando existe inhibición por parte de los compuestos a ensayar. 
La enzima que se utiliza para el ensayo es una β-secretasa recombinante humana 
que se expresa en células HEK293 (aminoácidos 133-281, N-terminal FLAG tagged).  
Existe una amplia disponibilidad comercial de sustratos. Todos ellos están 
compuestos por la secuencia de la mutación sueca (Glu-Val-Asn-Leu~Asp-Glu-Phe), el 
fluoróforo y el agente de atrapamiento situados en la posición N- y C- terminal, 
respectivamente. 
El sustrato peptídico que se emplea en el ensayo es el siguiente: 
                                                            
11 R. Vassar; B. Bennett; S. Babu-Khan; G. Rogers; M. Citron, “Beta-secretase cleavage of Alzheimer's 
amyloid precursor protein by the transmembrane aspartic protease BACE”. Science, 1999, 286,      
735-741. 
12 R. Yan; M.J. Bienkowski; M.E. Shuck; H. Miao; M.C. Tory; A.M. Pauley; J.R. Brashier; N.C. 
Stratman; W.R. Mathews; A.E. Buhl; D.B. Carter; A.G. Tomasselli; L.A. Parodi; R.L. Heinrikson; M.E. 
Gurney. “Membrane-anchored aspartyl protease with Alzheimer's disease beta-secretase activity”, 
Nature, 1999, 402, 533-537.  
13 F. Mancini; A. De Simeone; V. Andrisano, “Beta-secretase as a target for Alzheimer’s disease drug 
discovery: An overview of in vitro methods for characterization of  inhibitors”. Anal. Bioanal. Chem., 
2011, 400, 1979-1996. 
14 P. Wu; L. Brand, “Resonance energy transfer: Methods and applications”. Anal. Biochem., 1994, 218, 
1-13. 
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H2N-Arg-Glu(EDANS)Glu-Val-Asn-Leu~Asp-Ala-Glu-Phe-Lys(DABCYL)Arg-OH 
EDANS: Ácido 5-[(2-aminoetil)amino]naftalen-1-sulfónico. Fluoróforo cuya banda de 
emisión se encuentra entre los (400-600) nm 
DABCYL: Ácido 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzoico. Aceptor de fluorescencia 
Leu ~ Asp: Sitio de la ruptura enzimática 
3.4. Determinación de la actividad γ-secretasa 
La enzima γ-secretasa es un complejo aspartil proteasa intramembranal que está 
compuesto por cuatro proteínas: Nicastrina (NCT), Presenilina (PS), Pen-2 y Aph-1 con 
19 dominios transmembrana.
15
 Las cuatro proteínas son esenciales para que se dé la 
actividad γ-secretasa16 y su componente activo es la Presenilina17 (Figura 4).  
  
Figura 4. Proteínas que componen el complejo γ-secretasa: APH-1,                                          
Nicastrina, Presenilina y PEN-2 
La γ-secretasa junto con la β-secretasa, da lugar al péptido βA a partir de la APP. 
Debido a su papel clave en la patogenia de la EA, la -secretasa ha sido un objetivo 
prioritario para el descubrimiento de fármacos inhibidores de esta proteasa.  
                                                            
15 N. Takasugi; T. Tomita; I. Hayashi; M. Tsuruoka; M. Niimura; Y. Takahashi; G. Thinakaran; T. 
Iwatsubo, “The role of presenilin cofactors in the γ-secretase complex”. Nature, 2003, 422, 438−441. 
16 D. Edbauer; E. Winkler; J.T. Regula; B. Pesold; H. Steiner; C. Haass, “Reconstitution of γ-secretase 
activity”. Nat. Cell. Biol., 2003, 5, 486−488. 
17 C.J. Crump; D.S. Johnson; Y.M. Li, “Development and mechanism of γ-secretase modulators for 
Alzheimer’s disease”. Biochemistry, 2013, 52, 3197–3216. 
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El centro activo de la presenilina (PS) se encuentra secuestrado en los lípidos de 
la membrana hidrófoba, mientras que el sustrato C83 ó C99 (fragmento C-terminal 
procedente de la hidrólisis de APP, rojo) se puede movilizar solamente en dos 
direcciones, dentro de los confines de la bicapa lipídica (1). El sustrato interacciona 
primeramente con la parte externa de la proteasa (2) antes de acceder al centro activo 
(3).  
 
Figura 5. Modelo de interacción de γ-secretasa con el sustrato C9918 
Para determinar la actividad in vitro de potenciales inhibidores de γ-secretasa se 
emplea, al igual que para la β-secretasa, el ensayo de FRET.14 En este caso, la 
intensidad de la señal fluorimétrica es proporcional al grado de hidrólisis en Val ~ Ile ~ 
Ala del sustrato peptídico y por tanto, a la actividad enzimática γ-secretasa. 
                                                            
18 W.P. Esler; W.T. Kimberly; B.L. Ostaszewski; W. Ye; T.S. Diehl; D.J. Selkoe; M.S. Wolfe, “Activity-
dependent isolation of the presenilin-gamma-secretase complex reveals nicastrin and a gamma 
substrate”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 2720-2725. 
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El sustrato peptídico que se emplea en el ensayo es el siguiente: 
NMA-Gly-Gly-Val-Val-Ile-Ala-Thr-Val-Lys(DNP)-D-Arg-D-Arg-D-Arg-NH2 
NMA: Ácido N-[2-(N-metilamino)benzoil]-2,3-diaminopropiónico (Fluoróforo) 
DNP: 2,4-Dinitrofenil (Aceptor de fluorescencia) 
Val ~ Ile ~ Ala: Sitio de la ruptura enzimática 
Para realizar el ensayo de determinación de la actividad γ-secretasa se aislaron 
membranas de células APP a partir de pellets celulares que fueron sometidos a lisis. 
3.4.1. Procedimiento para la lisis celular 
Para llevar a cabo este procedimiento es necesario: 
A. Tampón de lisis: tampón Tris-HCl (5 mM, pH=8), EDTA (5 mM), EGTA                
(5 mM), PMSF (2 mM), leupeptina A (25 μg/mL), pepstatina A (10 μg/mL), 
quimostatina (20 μg/mL) y aprotinina (2 μg/mL). 
B. Tampón de resuspensión: tampón Tris-HCl (5 mM, pH=8), EDTA                   
(5 mM, pH=8), EGTA (5 mM, pH=8), PMSF (2 mM), leupeptina A                  
(25 μg/mL), pepstatina A (10 μg/mL), quimostatina (20 μg/mL), aprotinina        
(2 μg/mL) y CHAPS (0,25%). 
Los pellets de células, que se conservan a -80ºC, se descongelan y se mantienen 
en hielo. Se les adiciona 200 μL de tampón de lisis, se homogenizan mecánicamente 
durante 30 s y se les vuelve adicionar 100 μL más del tampón. Los pellets se mantienen 
15 min en hielo y se centrifugan a 800 g (4ºC) durante 10 min. Los sobrenadantes 
resultantes se recuperan y se vuelven a centrifugar a 20800 g (4ºC) durante 1 h. Se 
separan los pellets de sus sobrenadantes, y aquellos se resuspenden en 100 μL del 
tampón de resuspensión. Finalmente, se determina en ellos la concentración de 
proteínas por el método de Bradford.
19
 
                                                            
19 Método colorimétrico para la cuantificación de proteínas: M.M. Bradford, “A rapid and sensitive 
method for the quantification of microgram quantities of protein utilizing the principle of preotein-dye 
binding”. Anal. Biochem., 1976, 7, 248-254. 
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Tras haber aislado las membranas, el ensayo de determinación de la actividad               
γ-secretasa es similar al realizado para la β-secretasa. Adicionalmente, es necesario 
preparar el tampón de reacción cuya composición es la siguiente: KCl (150 mM),       
Tris-HCl (50 mM, pH=6), EDTA (2 mM, pH=8) y CHAPS (0,25%). 
3.5. Fibrilogénesis in vitro del péptido β-amiloide 
El péptido βA se encuentra comúnmente en los cerebros humanos que padecen la EA y 
es el principal componente de las placas amiloideas de la EA. Las fibras 
amiloidogénicas están formadas principalmente por péptido βA que contiene entre 40 y 
42 aminoácidos y que proviene de una proteína denominada proteína precursora del 
APP. 
De todos los fragmentos que forman el βA, se considera que el fragmento                 
βA (25-35) (Figura 6) es la región biológicamente activa del βA.20  
 
Gly - Ser - Asn - Lys - Gly - Ala - Ile - Ile - Gly - Leu - Met 
Figura 6. Secuencia del fragmento βA (25-35) 
El fragmento βA (25-35) es el fragmento más corto capaz de adquirir, en la 
forma agregada fibrilar, la estructura de lámina β, manteniendo la toxicidad del péptido 
βA en su conjunto.21 Adicionalmente, también tiene la capacidad de inducir la 
formación de canales iónicos en membranas fosfolipídicas.
22
 
Por todo ello, el estudio de la fibrilogénesis in vitro del péptido βA se llevó a 
cabo empleando el fragmento βA (25-35). 
                                                            
20 L. Milluci; L. Ghezzi; G. Bernardini; A. Santucci, “Conformations and biological activities of amyloid 
beta peptide 25-35”. Curr. Prot. Pept. Sci., 2010, 11, 54-67. 
21 C.J. Pake; A.J. Walencewicz-Wasserman; J. Kosmoski; D.H. Cribbs; C.G. Glabe; C.W. Cotman, 
“Structure-activity analyses of beta-amyloid peptides: Contributions of the beta 25-35 region to 
aggregation and neurotoxicity”. J. Neurochem., 1995, 64, 253-265. 
22 M.C. Lin; B.L. Kagan, “Electrophysiologic properties of channels induced by Aβ(25-35) in planar 
lipid bilayers”.  Peptides, 2002, 23, 1215-1228. 
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La cuantificación de la fibrilogénesis del péptido βA se determina empleando un 
ensayo fluorimétrico basado en la emisión de fluorescencia de la Thio-T 6. 
La Thio-T 6 (Figura 7) es un colorante que muestra un grupo N-terminal 
hidrofóbico (grupo dimetilamino) y el grupo benzotiazol más polar unidos ambos por 
un fenilo.  
 
 
Figura 7. Estructura química de la Tioflavina-T (6, Thio-T) 
La combinación de regiones hidrofóbicas y polares hacen que la Thio-T 6 tenga 
la posibilidad de formar micelas en disoluciones acuosas, manteniendo la región 
hidrofóbica hacia el interior y la polar (el nitrógeno cargado positivamente) hacia el 
disolvente. El nitrógeno del grupo benzotiazol favorece la formación de puentes de 
hidrógeno con los grupos hidroxilos del péptido βA.23 La Thio-T 6 ha sido ampliamente 
utilizada como marcador in vitro de los depósitos de amiloide debido a su alta afinidad 
por las fibras del péptido βA.24 
Al unirse la Thio-T 6 a las fibras de βA se produce un aumento de la 
fluorecencia, siendo proporcional al grado de agregación del péptido, debido 
principalmente al impedimento de la rotación del p-(N-dimetil)benceno sobre el 
benzotiazol.
25
 
                                                            
23 G. Kelényi,”On the histochemistry of azo group-free thiazole dyes”. J. Histochem. Cytochem., 1967, 3, 
172-180. 
24 (a) L. Maezawa; H.S. Hong; R. Liu; C.Y. Wu; R.H. Cheng; M.H. Kung; H.F. Kung; K.S. Lam;             
S. Oddo; F.M. LaFerla; L.W. Jin , “Congo red and Thioflavin-T analogs detect abeta oligomers”.        
J. Neurochem., 2008, 104, 457-468. (b) M.R.H. Krebs; E.H.C. Bromley; A.M. Donald, “The binding of 
Thioflavin-T to amyloid fibrils: Localisation and implications”. J. Struct. Biol., 2005, 149, 30-37. (c) H. 
Chander; A. Chauhan; V. Chauhan, “Binding of proteases to fibrillar amyloid-beta protein and its 
inhibition by congo red”. J. Alzheimer’s Dis., 2007, 12, 261-269. 
25 E.S. Voropai; M.P. Samtsov; K.N. Kaplevskii; A.A. Maskevich; V.I. Stepuro; O.I. Povarova; I.M. 
Kuznetsova; K.K. Turoverov; A.L. Fink; V.N. Uverskii, “Spectral properties of Thioflavin-T and its 
complexes with amyloid fibrils”. J. Appl. Spectr. (Rus), 2003, 6, 868-874. 
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3.5.1. Preparación del péptido β-amiloide (25-35)26 
El péptido βA (25-35) comercial (GenScript) se disuelve en 1,1,1,3,3,3-hexafluoruro de 
isopropanol (HFIP) a 1 mM. Se agita vigorosamente en un vórtex hasta su completa 
disolución y con objeto de garantizar su total disolución se somete a un proceso de 
sonicación durante 1 h. A continuación, se alicuota en tubos eppendorfs y se deja 
evaporar el HFIP durante toda la noche. Al día siguiente, el disolvente que pudiera 
quedar se evapora a presión reducida, introduciendo los tubos eppendorfs en un Speed 
Vacuum Concentrator a 40ºC durante 1 h. Así, el contenido en residuo sólido del 
péptido βA (25-35) de los tubos eppendorfs se disuelve en DMSO a 1 mM y se 
conserva a -80ºC hasta su uso. 
3.6. Generación intracelular de radicales libres 
El ensayo fluorogénico de oxidación del diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceína    
(DCFH-DA, 7) ha sido ampliamente empleado para la determinación de ROS en 
células, es decir, para determinar su grado de estrés oxidativo.
27
  
La DCFH-DA 7 es una molécula hidrofóbica, no fluorescente, capaz de penetrar 
la membrana celular. Ya en su interior, se produce su hidrólisis por acción de las 
esterasas intracelulares obteniéndose diclorofluoresceína (DCFH, 8). La DCFH 8 no es 
fluorescente y es susceptible de oxidarse por medio de radicales libres intracelulares 
obteniéndose la diclorofluoresceína oxidada (DCF, 9) (Figura 8); siendo ésta 
fluorescente. La intensidad de fluorescencia emitida es directamente proporcional a la 
concentración de ROS. 
 
 
 
                                                            
26 W.B. Stine; Jr.N. Dahlgren; G.A. Krafft; M.J. LaDu, “In vitro characterization of conditions for 
amyloid-β peptide oligomerization and fibrillogenesis”. J. Biol. Chem., 2003, 13, 11621-11622. 
27 (a) H. Wang; J.A. Joseph, “Quantifying celular oxidative stress by dichlorofluorescein assay using 
microplate reader”. Free Rad. Biol. Med., 1999, 27, 612-616. (b) C.P. LeBel; H. Ischiropoulos; S.C. 
Bondy, “Evaluation of the probe 2’,7’-dichlorofluorescin as an indicator of reactive oxygen species 
formation and oxidative stress”. Chem. Res. Toxicol., 1992, 5, 227-231. (c) A.S. Keston; R. Brandt, 
“The fluorometric analysis of ultramicro quantities of hydrogen peroxide”. Anal. Biochem., 1965, 11, 
1-5.  
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Figura 8. Obtención de la 2’,7’-diclorofluoresceína oxidada (DCF, 9) por hidrólisis y 
oxidación del diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH-DA, 7)                                  
por el peróxido de hidrógeno 
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1. It has been developed a new type of tandem reaction triggered by conjugate 
addition of nitroalkanes followed by an intramolecular Michael reaction to             
o-divinylbenzenes under PTC. This sequence affords 1,2,3-trisubstituted indanes 
with the formation of two bonds in a single step. 
Diastereoselectivity depended on the substitution in the lateral chains of the starting 
material (o-divinylbenzenes) and the nitroalkanes. The best result related to 
diastereoselectivity was obtained for 1a. Additionally, it was possible to control the 
regioselectivity of process when no-symmetric o-divinylbenzenes were used. Also, 
when nitroethane was added, exociclyc stereocenter formed was controlled. 
On the other hand, stereoselective synthesis of indanylglycines                          
(1’S*, 1R*, 2S*, 3S*) was carried out by the sequence tandem conjugate        
addition – intramolecular Michael. 
Pharmacological evaluation of some synthesized nitroindanes (5a-I, 5a-II, 8a-I, 
8a-II, 8b-I y 9a-I’) in some AD targets showed that 5a-I and 9a-I’ possess an 
antioxidant activity because they act as inhibitors of free radicals generation. 
Therefore, it is possible to achieve efficacious inhibitors of free radical generation 
with a suitable pharmacomodulation. 
 
2. The direct arylation of monofunctionalized 1,4-benzoquinones with arylboronic 
acids in order to afford terphenylquinones derivatives under Pd(II) catalysis at room 
temperature in open air conditions and using water-containing solvents has been 
studied.  
This process took place with a high regioselectivity to achieve both para-
terphenylquinones (2,5-diaryl-1,4-benzoquinones) and meta-terphenylquinones 
(2,6-diaryl-1,4-benzoquinones).  
The best result related to regioselectivity was obtained for 2-phenyl-1,4-
benzoquinone 10a and phenylboronic acid 11a. Reaction worked with both electron 
donating and electron withdrawing arylboronic acids. Regioselectivity depended on 
substitution of arylboronic acids and the starting material 2-aryl-1,4-bezoquinone. 
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Pharmacological assays showed that 2,6-diaryl-1,4-benzoquinones are promising 
candidates to be developed as potential therapeutic agents in NDs, since they 
targeted simultaneously the β-secretase activity and the in vitro fibrillogenesis 
process of the βA. 
 
3. Evaluation of the epimerization of the synthesis of both enantiomers of                
Tic-guanidine 1a (R) and 1b (S), which was previously developed in Prof. Dr. P. 
Melnyk’s group, has been carried out. The optical rotation was checked in each step 
of the pathway, which was repeated three times, and evolved with an enantiomeric 
excess of 76.5% for the enantiomer R 5b since the racemisation of the process took 
place in the reduction to aldehyde followed by reductive amination step. 
 
4. ZM241385 and preladenant analogues (both tested as antagonists of A2AR) have 
been synthesized replacing their central core by an imidazopyridine and an amino-
imidazopyridine skeleton, in order to test this particular structure as antagonist of 
A2ARs. 
In the case of preladenant analogues, it was planned to synthesize several 
compounds with different lengths of chain (0, 1 or 2 methylenes). However, the 
synthesis was started with the direct coupling because it was the same coupling 
than ZM241385 analogues. 
Buchwald-Hartwig reaction, which consists on the cross-coupling of a halogen with 
an amine group to form a new C-N bond, was employed to perform these 
syntheses. 
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Estructuras del Capítulo III 
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7b 7c 7d 7e 
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Estructuras del Capítulo IV 
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